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 1. El virus Vaccinia 
 
1.1. Historia 
El virus Vaccinia es un miembro del genero Orthopoxvirus de la familia Poxviridae. Aunque no 
se sepa con exactitud, se cree que se originó tras más de un siglo de pases artificiales del 
poxvirus bovino usado inicialmente como vacuna para la viruela en 1798 por Edward Jenner, un 
médico inglés. Fue en 1930 cuando se hizo evidente que la cepa que se usaba entonces era 
distinta de la usada inicialmente, y a partir de ahí el virus Vaccinia ganó popularidad entre la 
comunidad médica como la elección para la vacunación contra la viruela (Henderson 1997). 
Desde entonces Vaccinia ha sido estudiado de forma permanente en el laboratorio: fue el primer 
virus animal observado al microscopio, crecido en cultivos celulares, titulado de forma exacta, 
purificado y analizado a nivel químico. 
 
Debido a su evolución en distintas partes del globo, existen varias cepas: la NYCBH (New York 
City Board of Health) fue la cepa inicialmente usada en la vacunación de la viruela en los 
Estados Unidos de América; la WR (Western Reserve) es una cepa particularmente virulenta 
derivada de la NYCBH en laboratorio y que se usa en la mayoría de los estudios y de los 
ensayos clínicos y la cepa Wyeth, que se usa en vacunas experimentales y en ensayos clínicos. 
También hay otras cepas, como la Copenhagen, Lister, IHD-W e IHD-J que se usan 
frecuentemente para distintas aplicaciones. Por otra parte, se han desarrollado cepas atenuadas 
como la cepa modificada Ankara. El genoma de algunas de estas cepas ha sido secuenciado 
(Goebel, Johnson et al. 1990; Smith, Chan et al. 1991; Antoine, Scheiflinger et al. 1998). 
 
En los últimos 30 años el uso del virus Vaccinia se extendió mas allá de su papel en la 
vacunación de la viruela, erigiéndose como una útil herramienta de investigación como vector 
para expresión de genes exógenos en células diana, así como un medio de estudio de la 
respuesta inmune de los mamíferos a la infección viral. También se está explorando su potencial 
en la terapia contra el cáncer, principalmente de tres formas: como vector para la expresión de 
genes terapéuticos de forma específica en los tumores; como vector de expresión de antígenos 
tumorales y/o moléculas estimuladoras del sistema inmune con el fin de desarrollar vacunas 
contra el cáncer; y, finalmente, como virus oncolítico, específico para células altamente 
replicativas como son las tumorales. 
 
1.2. Morfología 
Hay tres formas de partículas infecciosas de Vaccinia: las IMV (intracellular mature virus), las 
CEV (cell-associated enveloped virus) y las EEV (extracellular enveloped virus). Las IMV son 
partículas de aproximadamente 300x240x120 nm de tamaño, con una protección de 
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lipoproteínas que rodean una estructura central compleja. En esta estructura central se 
encuentran el genoma y enzimas de “capping”, metilación y poliadenilación de ARN y un factor 
de transcripción. Estas proteínas son empaquetadas en el virus para permitir la síntesis de 
proteínas virales tempranas tras la entrada en las células (Moss 2001). Las CEV y las EEV son 
IMV con un capa lipídica (lipoproteínas) y una menor densidad que las IMV (Smith, 
Vanderplasschen et al. 2002).  
 
Así, los principales componentes del virus son proteínas (90% del peso seco), lípidos (5%) y 
ADN (3.2%). Los componentes lipídicos del virus son predominantemente colesterol y 
fosfolípidos. En la figura 1 se puede observar una imagen del virus Vaccinia obtenida con 
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Figura 1 – Estructura del virus Vaccinia. (A) Imagen de microscopía electrónica de una sección fina de Vaccinia, 
en la cual se puede observar el núcleo (C), los cuerpos laterales (L) y la capa lipídica externa (E). (B) Representación 




El virus Vaccinia posee un ADN lineal de doble cadena constituido por aproximadamente 192 
mil pares de bases y que se encuentra asociado con varias proteínas virales, incluyendo ARN 
polimerasas. Tiene un hairpin loop en cada extremo que une las dos cadenas, lo cual configura, 
en realidad, una sola cadena lineal. Al igual que muchos otros virus también posee repeticiones 
terminales invertidas (ITR) que son secuencias idénticas pero orientadas de forma opuesta en 
ambos extremos del genoma. Estas estructuras son necesarias para la replicación del ADN. El 
genoma de Vaccinia codifica para unas 200 proteínas y los genes altamente conservados o 
relacionados con funciones esenciales de replicación se encuentran en la región central del 




Los marcos de lectura abierta (ORF, del inglés open reading frame) de Vaccinia se denominan 
en base a la letra del fragmento que se obtiene tras la digestión del genoma con la enzima de 
restricción HindIII, seguida del número de la ORF dentro del fragmento de izquierda a derecha 
y de la letra L o R, según la dirección de la ORF (Rosel and Moss 1985). Como ejemplo, el gen 
objeto de este estudio se denomina B1R, lo cual significa que es la primera ORF del fragmento 
de restricción B, y que está orientada hacia la derecha. Hay algunas excepciones a esta 
convención, como son el caso del fragmento C, que se numeró de derecha a izquierda para 
evitar empezar al final del genoma (que es altamente variable) o las ORF que fueran descritas y 
publicadas antes de que dicha convención entrara en vigor. Las proteínas codificadas por cada 
ORF se designan sin la letra que indica la orientación de las mismas, por lo que la proteína 
objeto de este estúdio se denomina B1.  
 
1.4. Ciclo de vida: entrada del virus en la célula hospedadora 
El ciclo de vida de Vaccinia se desarrolla al completo en el citoplasma de la célula hospedadora, 
desde el momento en el que el virus entra en la célula hasta que sale por la membrana 
plasmática (Vanderplasschen, Hollinshead et al. 1998). El virus depende de las proteínas que 
codifica para sus actividades vitales, tales como la replicación de su ADN y la síntesis de ARN 
mensajero. La dependencia mínima que tiene de proteínas celulares permite que se replique en 
muchos tipos celulares.  
 
El proceso de entrada de virus en la célula no se conoce en detalle y su estudio se complica por 
el hecho de que haya varias formas de partículas virales infecciosas (IMV y EEV) que se unen a 
la membrana celular de formas distintas (Vanderplasschen and Smith 1997). Las IMV entran en 
las células por fusión con la membrana plasmática en vacuolas formadas por invaginaciones de 
superficie (Doms, Blumenthal et al. 1990) y, por otro lado, las EEV lo hacen por endocitosis 
seguida por disrupción a pH bajo de su membrana externa y posterior liberación de las IMV con 
membranas endosomales (Vanderplasschen, Hollinshead et al. 1998). El hecho de que Vaccinia 
pueda entrar en todo tipo de líneas celulares sugiere que o bien se puede unir a varios receptores 
membranares o bien que lo hace a un receptor ubicuo. 
 
1.5. Ciclo de vida: replicación y morfogénesis del virus 
Tras entrar en el citoplasma el virus empieza a sintetizar ARN mensajeros que codifican para 
proteínas tempranas, dando lugar a la transcripción de la mitad de genoma antes de iniciarse la 
replicación del ADN viral. Los genes expresados en esta fase codifican para proteínas 
involucradas en la replicación del ADN, síntesis de nucleótidos, expresión de genes virales de 
fase intermedia y también de proteínas que interaccionan con la célula hospedadora (Broyles 
2003). A continuación el núcleo viral pierde una segunda capa y las nucleoproteínas son 
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liberadas. Mientras tanto, unas horas horas después de la infección, la síntesis de ADN, ARN y 
proteína del hospedador se detiene, lo cual permite que empiece la replicación del ADN viral. 
Esta es bastante eficiente, y en sólo algunas horas se generan 10.000 copias del genoma 
(variable según el numero de virus que entran en la célula y el tipo celular), de las cuales la 
mitad acaban siendo empaquetadas en viriones infecciosos. La replicación del ADN ocurre en 
zonas del citoplasma denominadas factorías virales (Mallardo, Leithe et al. 2002) y empieza con 
uno o dos cortes cercanos a los extremos del genoma viral, seguido de la adición de nucleótidos, 
desplazamiento de cadena y resolución de los concatémeros (Moss 2001). A la replicación del 
ADN viral le sigue la expresión de genes intermedios que codifican transactivadores tardíos y 
consecuente síntesis de ARN mensajeros tardíos. Estos codifican para enzimas y proteínas 
estructurales que harán parte de las partículas virales finales. La regulación programada de la 
expresión de genes tempranos, intermedios y tardíos se debe a la presencia de distintos 
elementos en sus promotores (Broyles 2003). 
 
Tras la síntesis de las proteínas estructurales se empiezan a formar las partículas virales, un 
proceso que acaba con la lisis de la célula hospedadora. La morfogénesis viral tiene lugar en las 
factorías virales, en las cuales no se encuentran organelos celulares. El ADN viral que se ha 
sintetizado se envuelve en un complejo de proteínas y lípidos para formar la primera partícula 
viral infecciosa, la IMV (Sodeik and Krijnse-Locker 2002). La mayoría de las IMV se quedan 
en la célula hasta la lisis de ésta; sin embargo, una parte abandona la factoría viral en un proceso 
dependiente de microtúbulos (Ploubidou, Moreau et al. 2000). Estas partículas son envueltas 
por membranas, aunque el número y el origen de estas es algo todavía controvertido. 
Inicialmente se pensaba que las IMV serian envueltas en una sola membrana sintetizada de novo 
(Dales and Mosbach 1968). Mas tarde se demostró que esta membrana era doble y derivada o 
bien del los endosomas tempranos o bien de la red trans de Golgi. Estas membranas deben ser 
modificadas previamente por la incorporación de siete proteínas de Vaccinia: F12, F13, A33, 
A34, A36, A56 y B5 (Smith, Vanderplasschen et al. 2002). Tras empaquetar las IMV con estas 
membranas el resultado son unas partículas denominadas IEV (intracellular enveloped virases), 
un intermedio entre las IMV y las CEV/EEV (Smith, Vanderplasschen et al. 2002).  
 
1.6. Ciclo de vida: salida del virus 
Las IEV poseen dos proteínas (A36R y F12L) ausentes en las CEV/EEV que se han implicado 
en su movimiento a lo largo de los microtúbulos hasta la superficie celular (van Eijl, 
Hollinshead et al. 2000; Zhang, Wilcock et al. 2000; Geada, Galindo et al. 2001; Ward and 
Moss 2001), donde la capa externa de la IEV se fusiona con la membrana plasmática, 
mayoritariamente por exocitosis, formándose así una partícula CEV. Mientras que algunas 
partículas se retienen en la superficie celular, exponiendo los viriones (CEV), otros se disocian 
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de la célula y se extienden de forma sistémica en forma de EEV. La elección entre un 





















Figura 2 – Representación esquemática del ciclo de vida del virus Vaccinia. 
 
 
El hecho de que se produzcan distintos tipos de partículas virales en el ciclo de replicación de 
Vaccinia representa una ventaja evolutiva, puesto que es una estrategia que permite 
aprovecharse de la biología de la célula para propagar el virus y evadir la respuesta inmune del 
hospedador. Así mismo, el virus Vaccinia se puede propagar directamente de célula a célula de 
varias formas: por propagación a la célula adyacente tras la lisis de la célula hospedadora y 
consecuente liberación de IMV y reinfección de las células adyacentes; por transmisión de las 
partículas CEV presentes en la superficie celular a las células circundantes por colas de actina; 
por liberación de partículas EEV que, aún siendo una fracción minoritaria del total de partículas 
virales, pueden infectar células adyacentes o alejadas. Además de estos procesos, algunos 























1.7. Interacciones virus-célula hospedadora: apoptosis y sistema inmune 
El virus Vaccinia ha desarrollado una serie de estrategias para evitar la respuesta inmune del 
hospedador. Tal y como se ha referido anteriormente, poco tiempo después de entrar en la célula 
el virus inhibe toda una serie de procesos celulares como la síntesis de ADN, ARN y proteína. 
Como consecuencia se detiene la producción y presentación de moléculas del complejo mayor 
de histocompatibilidad (MHC), lo cual lleva a un reconocimiento deficiente de las células 
infectadas por los linfocitos T. Además el virus tiene la capacidad de suprimir directamente la 
inmunidad innata y la respuesta inmune Th1, secretando receptores solubles pero truncados para 
moléculas como IFN-α, β y γ (Alcami and Smith 1995; Colamonici, Domanski et al. 1995; 
Symons, Alcami et al. 1995), IL-1β (Alcami and Smith 1992) e IL-18 (Smith, Bryant et al. 
2000) que participan en la respuesta celular a la infección viral. Los receptores truncados 
codificadas por Vaccinia interfieren con la unión de estos ligandos a sus receptores naturales en 
la superficie celular, inhibiendo su función. Además, la proteína B29R de Vaccinia es un 
antagonista de quimocinas (Alcami, Symons et al. 1998) y la fosfatasa VH1 bloquea la 
señalización de INF γ (Najarro, Traktman et al. 2001). 
 
Vaccinia tiene también la capacidad de inhibir la apoptosis de la célula hospedadora. La 
apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada que permite que los organismos 
eliminen las células infectadas impidiendo de esta forma que los patógenos se repliquen en ellas 
y se extiendan al resto del organismo. Hasta el momento se conocen cuatro proteínas de 
Vaccinia que inhiben la muerte celular por apoptosis: SPI-2 (Kettle, Alcami et al. 1997), E3L y 
K3L (Fang, Limbach et al. 2001) y F1L (Wasilenko, Meyers et al. 2001; Wasilenko, Stewart et 
al. 2003). Otras dos proteínas, C3L y B5R, inhiben la cascada del complemento (Kotwal and 
Moss 1988; Engelstad, Howard et al. 1992). E3L también se une a ARN de doble cadena 
impidiendo así la activación de PKR (Chang and Jacobs 1993), y K3L bloquea la fosforilación 
de eIF-2α, impidiendo el efecto antiviral de IFN (Beattie, Tartaglia et al. 1991). La acción 
conjunta de estas proteínas virales permite que el virus infecte y se replique en las células sin 
que éstas puedan activar sus mecanismos de defensa inmune o de muerte celular programada. 
 
1.8. Interacciones virus-célula hospedadora: ciclo celular 
Por otra parte hay evidencias de que la infección por Vaccinia puede afectar el ciclo de las 
células infectadas aumentando tanto el porcentaje de células en fase S como la duración del 
ciclo celular de 24 a 36 horas (Wali and Strayer 1999). Hay otros virus que también afecta el 
ciclo celular, como el virus de Papiloma humano y el citomegalovirus (Jault, Jault et al. 1995; 
Xiong, Kuppuswamy et al. 1996), que inducen una progresión de las células infectadas de la 
fase G1 a las fases S y G2/M. Es posible que la retención de las células infectadas en las fases S 
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y G2/M facilite la expresión de genes virales, la replicación del genoma viral y la morfogénesis 
de nuevos viriones. 
Se ha descrito también el efecto de algunos poxvirus sobre la expresión de distintos factores de 
transcripción celulares, como SP1 (Strayer 1993). Concretamente el virus Vaccinia parece 
inducir una disminución de los niveles de proteína de p53 y p27 a las 12 horas de inicio de la 
infección y una disminución de los niveles de proteína y ARN mensajero de diversos 
reguladores positivos del ciclo celular como son ciclina B, Cdc2 y Cdk2 (Wali and Strayer 
1999). En lo que respecta a p53, un importante regulador del ciclo celular y de apoptosis, es 
notable el hecho de que en estudios del efecto de la infección de dos cepas de Vaccinia (Ankara 
y WR) en la expresión génica de células HeLa, la transcripción de p53 no parece ser afectada 
(Guerra, Lopez-Fernandez et al. 2003; Guerra, Lopez-Fernandez et al. 2004). Por lo tanto el 
efecto de la infección de Vaccinia sobre los niveles de proteína de p53 se tiene que deber a una 
disminución de la estabilidad de p53. 
 
La gran mayoría de los estudios de virología tienen un enfoque hacia la biología del ciclo de 
vida del virus sin considerar los efectos individuales que proteínas virales pueden tener sobre 
proteínas celulares, y que pueden no ser necesarias para el desarrollo normal de ciclo de vida del 
virus pero contribuir a la patogénesis viral. Por eso nosotros decidimos estudiar los efectos 
sobre proteínas celulares de la quinasa B1 del virus Vaccinia, una proteína esencial para el 
desarrollo del ciclo de vida del virus. 
 
 
2. La quinasa B1 del virus Vaccinia 
 
2.1. Introducción 
Las proteínas quinasas son enzimas que catalizan de forma específica la unión covalente de un 
grupo fosfato a residuos de serina, treonina o tirosina en otras proteínas. Es una modificación 
postraduccional que controla propiedades del sustrato como la actividad enzimática, la 
localización celular, la interacción con otras proteínas y moléculas y su degradación. 
Consecuentemente, las quinasas median la mayoría de los procesos de transducción de señales 
en las células eucariotas, como el metabolismo, la transcripción, la progresión del ciclo celular, 
la reorganización del citoesqueleto, la motilidad celular, la apoptosis y la diferenciación. 
También es importante en la comunicación intercelular durante el desarrollo, en respuestas 
fisiológicas y homeostasis y en el funcionamiento de los sistemas nervioso e inmune. Por ello, 
la desregulación de proteínas quinasa juega un papel fundamental en desórdenes fisiológicos de 




Se sabe que durante una infección viral la modulación de la fosforilación de las proteínas de la 
célula hospedadora puede inhibir la respuesta de la misma a la infección, comprometer la 
maquinaria de traducción del hospedador para la expresión de proteínas virales, regular la 
replicación del genoma viral o facilitar la morfogénesis de nuevos virus (Banham and Smith 
1992; Wang and Shuman 1995; Gingras, Svitkin et al. 1996; Gingras and Sonenberg 1997; 
Langland and Jacobs 2002). 
 
En el genoma del virus Vaccinia hay dos genes que codifican para quinasas: F10L y B1R, cuya 
existencia se predecía desde los años 70 (Kleiman and Moss 1975). Vaccinia codifica también 
una fosfatasa (H1) que fue la primera proteína identificada con actividad de fosfatasa dual para 
serina y treonina (Guan, Broyles et al. 1991). Esta fosfatasa es esencial para la transcripción in 
vitro e in vivo (Liu, Lemon et al. 1995) y para la morfogénesis de los viriones (Derrien, Punjabi 
et al. 1999b). Aparte de eso, también inhibe la señalización por IFN γ, lo cual facilita al virus la 
evasión de las defensas del hospedador (Najarro, Traktman et al. 2001). 
 
La quinasa F10 se expresa en una fase tardía de la infección y es encapsulada en los viriones. Es 
responsable por gran parte de la actividad quinasa detectada en los viriones que entran en las 
células, en los cuales se encuentran unas 200 a 300 copias de esta quinasa (Lemmon 2003). La 
proteína F10 posee 439 aminoácidos y un peso molecular de 52 kDa y posee escasa similitud 
con otras quinasas, además de una estructura atípica (Hanks, Quinn et al. 1988). Tiene actividad 
quinasa dual, siendo capaz de fosforilar residuos de serina, treonina y tirosina (Derrien, Punjabi 
et al. 1999a). Se fosforila in vivo durante la infección en residuos de serina, y se sabe que los 
homólogos de F10 en otros virus de la familia Poxviridae se regulan por autofosforilación. Se 
ha observado que F10 se encuentra asociada de forma estable con membranas intracelulares 
(Punjabi and Traktman 2005). 
 
Se han descrito cuatro mutantes de Vaccinia sensibles a temperatura (ts) que presentan defectos 
en la proteína F10, bien a nivel enzimático o bien a nivel de estabilidad de proteína: ts15, ts28, 
ts54 y ts61. Durante la infección de estos mutantes a temperatura no permisiva (40 ºC) el 
genoma se replica de forma completa y todas las fases de la expresión génica se llevan a cabo de 
forma correcta. Sin embargo, estos virus presentan defectos graves en la morfogénesis de 
nuevos viriones (Thompson and Condit 1986; Traktman, Caligiuri et al. 1995; Wang and 
Shuman 1995).  
 
Algunos de los sustratos virales de F10 identificados hasta el momento también tienen una 
función esencial en la morfogénesis de viriones: las proteínas A14 y A17, componentes 
esenciales de la membrana del virión, que son fosforiladas por F10 en serinas (A14) y en 
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serinas, treoninas y tirosinas (A17) y las proteínas A30, G7 y H5 que son encapsuladas en el 
núcleo del virión (Punjabi and Traktman 2005). 
 
En definitiva, la función de la quinasa F10 parece estar relacionada con el inicio y el desarrollo 
de la morfogénesis del virión, más concretamente con el ensamblaje de las membranas de este 
(Szajner, Weisberg et al. 2004; Punjabi and Traktman 2005). Además, su inhibición induce un 
aumento en la fosforilación de varias proteínas virales y celulares, lo cual sugiere que podría 
interaccionar con vías de señalización celular, actuando como activadora de fosfatasas o 
inhibidora de quinasas (Punjabi and Traktman 2005). 
 
2.2. Los mutantes de Vaccinia ts2 y ts25 
En 1990 se hicieron los mapas genéticos y se han analizado fenotípicamente dos mutantes de 
Vaccinia (ts2 y ts25) que aunque eran capaces de completar un ciclo de vida normal a 
temperatura permisiva (32ºC), no se replicaban a temperatura no permisiva (40 ºC), parando su 
ciclo en la fase de replicación del ADN viral. Las lesiones genéticas de estos mutantes se han 
detectado en la ORF B1R (Rempel, Anderson et al. 1990).  
 
Más tarde se demostró que esta ORF codifica una quinasa (B1) de serina y treonina de 
aproximadamente 300 aminoácidos y 34 kDA, que usa ATP como dador de grupos fosfatos y 
necesita cationes divalentes (Mg2+ o Mn2+) para su actividad. En extractos bacterianos su 
actividad es óptima a 20 ºC y el cambio del aminoácido lisina 41 por glutamina resulta en una 
perdida total de su actividad (Banham and Smith 1992; Lin, Chen et al. 1992a; Rempel and 
Traktman 1992a). 
 
La secuencia de proteína de B1 contiene varias variaciones en su dominio catalítico que la 
distinguen de la mayoría de las quinasas de serina y treonina (Traktman, Anderson et al. 1989). 
Estas variaciones son más evidentes en el loop catalítico 145HGDIK149, en el sitio activo 
167DYG169 y en el dominio de reconocimiento de sustrato 199PID201 (las posiciones de 
aminoácidos corresponden a su posición en B1; los residuos subrayados son únicos en B1) dado 
que las quinasas de serina y treonina tradicionales contienen los motivos HLDIK, DFG y SIN 
(Hanks and Hunter 1995; Gross and Anderson 1998). La figura 3 representa de forma 















Figura 3 – Representación de la estructura de B1. B1 posee un dominio de unión al ADN en su terminal amino, 
mientras que el dominio quinasa corresponde casi a la totalidad de la proteína. En este se puede señalar el sitio activo 
y el de reconocimiento de sustrato. En la figura se indican los aminoácidos mutados en la proteína B1 de los mutantes 




En lo que concierne a la expresión de la quinasa B1 durante la infección, para infecciones a 32 
ºC su síntesis se inicia a 1 hpi (horas pos-infección), alcanzando su máximo a 2.5 hpi y 
finalizando a 4 hpi. Este es un patrón típico de las proteínas tempranas de Vaccinia (Rempel and 
Traktman 1992a). Sin embargo, la proteína se encuentra ya en los viriones cuando estos entran 
en las células (Banham and Smith 1992). La síntesis de B1 se inicia a la vez que la replicación 
del ADN viral, que empieza entre 1 y 2 hpi (Moss 1996) y termina 12 hpi (Rempel and 
Traktman 1992a). 
 
Respecto al fenotipo de los mutantes ts2 y ts25, se ha descrito que la síntesis de ADN en estos 
mutantes se detiene cuando las células infectadas se cambian de temperatura permisiva a 
temperatura no permisiva en medio de la replicación del ADN, lo cual sugiere una acción 
directa o indirecta de B1 no sólo en el inicio de la síntesis de ADN sino también a lo largo de 
ésta. Por otra parte, mientras que la proteína B1 silvestre es estable durante el tiempo de 
replicación del ADN, las proteínas de los mutantes ts2 y ts25 presentan una media vida mucho 
más corta, incluso a temperaturas permisivas. Eso significa que en estos mutantes la replicación 
del ADN continúa incluso en ausencia de B1 a temperatura permisiva, aunque es interrumpida a 
temperatura no permisiva. Esta observación sugiere que en el fenotipo de estos mutantes 
también influye la sensibilidad a temperatura de los sustratos en el estado de no fosforilación, 
que puede afectar su actividad o disponibilidad. Esta hipótesis se apoya también en el hecho de 
que la proteína B1 de los mutantes ts2 y ts25 presenta una actividad quinasa de 0% y 3% de la 
normal, respectivamente. Cabe también considerar el posible antagonismo de fosfatasas 
dependientes de temperatura. Por otra parte, se ha comprobado que la manifestación del 
fenotipo varía para distintos tipos de células hospedadoras, siendo más severo en fibroblastos y 
menos en células epiteliales, lo cual también muestra una dependencia de las quinasas del 
hospedador (Rempel and Traktman 1992a). 
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Además de su papel en la replicación del ADN viral, B1 también parece ser necesaria para la 
transcripción de genes virales de fase intermedia, pero no tardía (Kovacs, Vasilakis et al. 2001). 
 
El fenotipo del mutante ts2 se ha podido complementar introduciendo en su genoma genes de 
proteínas homólogas de B1 como las quinasa VRK1 humana y de ratón. En el caso de la 
proteína humana, esta complementación depende de su actividad quinasa. Sin embargo, VRK1 
no fosforila uno de los sustratos conocidos de B1, la proteína viral H5, lo cual parece indicar 
que la fosforilación de ésta por B1 no es necesaria para la replicación del genoma viral (Boyle 
and Traktman 2004). 
 
2.3. Sustratos de B1 
Respecto a la especificidad de sustratos de B1, se ha visto que in vitro fosforila las caseína α y 
β, Histona H1, 2B y 3 y α-2-macroglobulina, pero no BSA (bovine serum albumin), fosvitina y 
protamina. También se ha observado que proteínas de fusión de B1 con GST (glutation-s-
transferase) de Escherichia coli se auto-fosforilan en residuos de treonina del domínio GST por 
un mecanismo intramolecular. B1 no fosforila GST cuando no está unido a ella (Banham and 
Smith 1992; Lin, Chen et al. 1992a; Rempel and Traktman 1992a). 
 
Los sustratos celulares de B1 descritos hasta la fecha son dos proteínas de la subunidad 
ribosomal 40S (S2 y Sa) en células HeLa (Beaud, Masse et al. 1989). Se demostró que esa 
fosforilación ocurría en una fase temprana de la infección en residuos de serina y treonina 
(Banham, Leader et al. 1993; Beaud, Sharif et al. 1994). Por el momento no se conoce la 
función de esta fosforilación aunque, sin embargo, hay que notar que ocurre en la fase en la cual 
se detiene la síntesis proteica del hospedador tras la infección. 
 
Por otra parte, B1 fosforila in vitro la proteína viral H5, también denominada VLTF-4 (Vaccinia 
late transcripción factor 4), en los residuos treonina 84 y treonina 85 (Beaud, Beaud et al. 1995; 
Brown, Nick Morrice et al. 2000). Esta fosforilación también ocurre in vivo y B1 parece 
controlar el estado de fosforilación de H5 (Beaud and Beaud 2000), además de unirse a ella 
(McCraith, Holtzman et al. 2000). H5 es una proteína de unión a ADN de cadena simple, de 22 
kDa, que se expresa en fases tempranas y tardías de la infección y que se encuentra 
principalmente en los virosomas, aunque en sus estados más fosforilados se encuentre también 
en el citoplasma (Beaud and Beaud 1997). Es un factor de transcripción tardío (Kovacs and 
Moss 1996) que interacciona con G2 y A18, dos factores de elongación de la transcripción viral 
tardía (Black, Moussatche et al. 1998). Es posible que H5 tenga que una función en la 
morfogénesis de los viriones (DeMasi and Traktman 2000). 
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2.4. Homólogos de B1 en otros organismos 
En levaduras no se han descrito homólogos de B1 pero sí hay proteínas que pueden ser 
ancestros de los homólogos de B1 existentes en organismos superiores, de los cuales puede 
haber derivado el gen B1R de Vaccinia. Uno de ellos es el gen Hrr25/YPL204W de 
Saccharomyces cerevisiae, que codifica una isoforma de caseína quinasa de tipo I implicada 
hipotéticamente en reparación de daño al ADN y en división celular (Ho, Mason et al. 1997) 
puesto que el mutante nulo para esta proteína muestra un crecimiento lento, además de otras 
anormalidades en el ciclo celular, así como hipersensibilidad al daño en el ADN. Su ortólogo en 
Schizosaccharomyces pombe es el gen HHP1 (Dhillon and Hoekstra 1994), un gen implicado en 
reparación del ADN tras irradiación γ. 
 
Es posible que la familia de proteínas homólogas a B1 apareciera ya en organismos tan básicos 
como el gusano nematodo Cahenorabditis elegans, expandiéndose en organismos más 
complejos como la mosca o humanos. El gen Vrk-1 (locus génico F28B12.3) del gusano 
nematodo, que se encuentra en el cromosoma 2, codifica una proteína de 610 aminoácidos y la 
inhibición de la misma por ARN de interferencia induce un fenotipo letal embrionario debido a 
varios fallos en las divisiones celulares del embrión temprano (Kamath, Fraser et al. 2003) así 
como un fenotipo pos-embrionario de crecimiento lento (Simmer, Moorman et al. 2003). 
Aunque su función exacta se desconoce hasta el momento estos datos lo implican en eventos 
esenciales de la división celular. En Drosophila melanogaster encontramos el gen CG6386, que 
codifica para dos transcritos distintos (CG6386-RA y CG6386-RB) (Morrison, Murakami et al. 
2000). El pez cebra Dario rerio posee dos genes homólogos y el anfibio Xenopus laevis, tres. 
 
En rata y ratón, al igual que en humanos, existen tres genes homólogos a B1 denominados Vrk 
(Vaccinia Related Kinase) 1, 2 y 3 por su similitud con la quinasa de Vaccinia, cuando por 
primera vez se han identificado los genes Vrk1 y Vrk2 en humanos (Nezu, Oku et al. 1997). La 
VRK1 de ratón se denominó 51PK en un primer momento en referencia a su peso molecular 
(Zelko, Kobayashi et al. 1998). Es una proteína nuclear que se auto-fosforila en residuos de 
serina y cuyo ARN mensajero se ha detectado en tres formas alternativas y en varios tejidos 
distintos con altos niveles en testículos, bazo, pulmón e hígado (Zelko, Kobayashi et al. 1998; 
Nichols and Traktman 2004). La figura 4 representa las relaciones filogenéticas entre B1 y sus 





Figura 4 – Relaciones filogenéticas entre B1 y sus homólogos y proteínas relacionadas. Las proteínas indicadas 
con         pueden complementar la replicación de ADN viral del mutante sensible a temperatura ts2 de Vaccinia. 
 
 
2.5. La familia VRK: homólogos humanos de B1 
En 1997, como consecuencia de la búsqueda de nuevos genes en humanos usando EST, se 
describieron por primera vez dos quinasas que presentaban homología con la quinasa B1 del 
virus Vaccinia. Por ese motivo se denominaron Vaccinia Related Kinase (VRK) 1 y 2 (Nezu, 
Oku et al. 1997). Sus ARN mensajeros se han detectado mediante Northern blot en todos los 
tejidos examinados, con niveles de expresión especialmente altos en hígado fetal, testículos y 
timo fetal para Vrk1; en páncreas, músculo esquelético, corazón y leucocitos de sangre 
periférica para Vrk2. También se han encontraron altos niveles de expresión en varias líneas 
celulares tumorales como el carcinoma de pulmón A549, el adenocarcinoma colorectal SW480, 
el linfoma de Burkitt Raji, la leucemia promielocítica HL-60 o el adenocarcinoma de cérvix 
Hela S3. Por sus altos niveles de expresión en líneas tumorales y en tejidos altamente 
proliferativos como testículos y timo, se postuló que las quinasas VRK podrían estar 
involucradas en la regulación del crecimiento celular, con un posible papel en tumorogénesis. 
Posteriormente se ha identificado un tercer miembro de la familia, al que se ha llamado Vrk3, 
además de un pseudo-gen de Vrk3 del que no se ha detectado expresión.  
 
Recientemente se han catalogado todas las quinasas humanas en lo que se ha denominado 
“Quinoma humano” haciendo uso de las bases de datos genómicas disponibles, los ADNc y las 
EST (expressed sequence tags) introducidas en el “GenBank”. Se identificaron así 518 quinasas 
putativas codificadas por el genoma humano, 71 de las cuales no se habían descrito hasta ese 
momento. Estas se clasificaron filogenéticamente en 8 grupos, cada uno de ellos dividido en 
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varias subfamilias (Manning, Whyte et al. 2002). En el “Quinoma Humano” la familia VRK se 
encuadra dentro del grupo de las caseína quinasas de tipo I (CKI). Sin embargo sólo se relaciona 
distantemente con estas proteínas a nivel de secuencia, con las que comparten el mayor parecido 
en el dominio catalítico (Lopez-Borges and Lazo 2000). La figura 5 resume el porcentaje de 
identidad existente entre las distintas VRK y la quinasa B1, así como entre cada una de las VRK 


























Figura 5 – Porcentajes de identidad entre B1 y las VRK de Homo sapiens y Mus musculus. 
 
 
La VRK1 humano es una proteína de 397 aminoácidos cuyo extremo amino, en el cual se 
encuentra su dominio catalítico, presenta una elevada similitud con el dominio catalítico de la 
caseína quinasa de tipo Iδ (Lopez-Borges and Lazo 2000), mientras que el dominio carboxilo 
terminal no presenta homología con ninguna otra proteína conocida e incluso difiere bastante de 
la parte carboxilo terminal de las otras quinasas de la familia. Esto parece indicar que esta 
región es esencial para la regulación de la actividad de VRK1. VRK1 presenta una alta auto-
fosforilación en residuos de serina y de treonina. Las caseína quinasas también presentan esta 
característica pero con un patrón diferente, y se ha descrito que en ellas la autofosforilación de 
su carboxilo terminal inhibe su actividad (Knippschild, Gocht et al. 2005). Los estudios 
realizados hasta la fecha indican que es una proteína nuclear, excluida del nucleolo en la 
mayoría de los tipos celulares estudiados (Vega, Sevilla et al. 2004). Los mecanismos 
reguladores de VRK1 no son todavía conocidos. Sin embargo, se ha descrito en estudios de 
expresión génica mediante arrays de ADN que la expresión del gen Vrk1 se regula de forma 
positiva por el factor de transcripción E2F y negativamente por p16 y pRB, lo cual la sitúa 
como gen diana de la vía p16INK4A-pRB-E2F (Vernell, Helin et al. 2003). Su gen también se ha 
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encontrado activado en respuesta a la expresión del proto-oncogén c-myc en linfocitos B 
(Schuhmacher, Kohlhuber et al. 2001; Shiio, Eisenman et al. 2003). 
 
En lo que respeta a la función de VRK1, se ha observado que la inhibición de su expresión por 
ARN de interferencia específico provoca defectos en la proliferación de las células, que 
presentan mitosis anormales e incompletas que pueden resultar en la muerte de la célula. En lo 
que respecta a posibles sustratos, hasta la fecha se ha descrito que VRK1 fosforila y activa 
varios factores de transcripción como son p53, ATF2 y c-Jun. En el caso de p53, VRK1 
fosforila específicamente el residuo treonina 18, aumentando la estabilidad, la actividad 
transcripcional y la acetilación de esta proteína. Basándose en estas observaciones, en los datos 
de expresión de VRK1 en tejidos altamente proliferativos y en el fenotipo de las células 
deficientes en VRK1 se ha propuesto que esta quinasa podría tener un papel en el 
mantenimiento de los niveles basales de p53, necesarios para que se produzca la división 
celular. (Vega, Sevilla et al. 2004).  
 
VRK1 fosforila al factor de transcripción ATF2 en los residuos serina 62 y treonina 73, 
incrementando su estabilidad y actividad transcripcional, además de cooperar con JNK (que 
fosforila las treoninas 69 y 71) en su activación en respuesta a estímulos distintos a los que 
activan JNK (Sevilla, Santos et al. 2004b). Fosforila además al factor de transcripción c-Jun en 
los residuos serina 69 y 71 (los mismos que fosforila JNK), aumentando su estabilidad y 
actividad transcripcional. Puesto que VRK1 parece estar siempre en el núcleo, es posible que su 
función en la regulación de c-Jun sea mantener el nivel basal de actividad de este factor de 
transcripción (Sevilla, Santos et al. 2004a). 
 
Como ya se ha referido, la expresión ectópica de Vrk1 es capaz de complementar parcialmente 
la deficiencia en la replicación del ADN viral que presenta el mutante sensible a temperatura ts2 
del virus Vaccinia, que presenta defectos en B1R (Boyle and Traktman 2004). 
 
El gen Vrk2 codifica para dos proteínas por un procesamiento alternativo del ARN mensajero 
que genera dos isoformas con un dominio quinasa idéntico pero con un terminal carboxilo 
distinto. La isoforma VRK2A tiene 508 aminoácidos y una secuencia hidrofóbica entre los 
aminoácidos 487 y 506. En la isoforma VRK2B los aminoácidos 395 a 508 son sustituidos por 
tres aminoácidos, generándose así una proteína de 397 aminoácidos. La pérdida de la secuencia 
hidrofóbica en la isoforma VRK2B determina que la sublocalización de las dos isoformas sea 
distinta: la isoforma completa (VRK2A) se encuentra en el retículo endoplasmático y en la 
membrana nuclear, mientras que la isoforma truncada (VRK2B) tiene un patrón de distribución 
difuso en el citoplasma, observándose una fracción nuclear excluida del nucleolo. Varias líneas 
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celulares, aun presentando niveles iguales de ARN mensajero de ambas isoformas, tienen 
niveles distintos de las dos proteínas, posiblemente debido a un mecanismo pos-transcripcional. 
Ambas isoformas se auto-fosforilan y entre los sustratos de VRK2 parece estar p53 (resultados 
no publicados), por lo que es posible que haya una cierta redundancia en la función de VRK1 y 
VRK2.  
 
La proteína VRK3 es la menos estudiada hasta el momento. No presenta actividad quinasa 
como consecuencia de sustituciones en residuos clave del dominio catalítico (Nichols and 
Traktman 2004) y es posible que, como ocurre con otras 50 proteínas que se asemejan a 
quinasas por su secuencia pero no presentan actividad enzimática, pueda ser un sustrato para 
otras quinasas o tener una función de proteína de anclaje para la formación de complejos de 
señalización (Manning, Whyte et al. 2002). 
 
 
3. El supresor de tumores p53 
p53 es una proteína de 393 aminoácidos y con un peso molecular de 53 KDa. Es un factor de 
transcripción (Kern, Kinzler et al. 1991; el-Deiry, Tokino et al. 1993) que se encuentra 
inactivado en cerca de un 50% de los tumores humanos (Hollstein, Rice et al. 1994) bien a 
consecuencia de mutaciones o delecciones en el gen tp53, bien por defectos en mecanismos que 
activan p53. 
 
Hay dos proteínas relacionadas con p53 que presentan una elevada similitud estructural y 
también tienen función de factor de transcripción: p63 y p73 (Melino, Lu et al. 2003; Courtois, 
Fromentel et al. 2004). 
 
p53 regula la expresión de genes relacionados con reparación de ADN y mantenimiento de la 
integridad genómica, parada de ciclo celular, apoptosis, diferenciación y senescencia 
(Vogelstein, Lane et al. 2000) en respuesta a diversos tipos de estrés como daño al ADN, 
activación de oncogenes, hipoxia, acortamiento de telómeros o depleción de ribonucleótidos. De 
esta forma p53 evita que se acumulen daños en el ADN y la proliferación de células con 
mutaciones en el genoma, deteniendo el ciclo celular hasta que se reparen los daños o 
induciendo muerte celular en el caso de que éstos no se puedan reparar.  
 
3.1. Estructura de p53 
En el extremo amino de p53 (aminoácidos 1 a 50) encontramos el dominio de transactivación 
que puede sufrir distintas modificaciones postraduccionales. Este dominio también interacciona 
con proteínas reguladoras de p53 como Mdm2 y con coactivadores transcripcionales como 
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p300. A continuación hay una región de unión a motivos SH3, rica en residuos de prolina 
(aminoácidos 60 a 97). La región central (aminoácidos 100 a 293) es el dominio de unión al 
ADN que permite el reconocimiento de secuencias diana específicas. En esta región ocurren el 
95% de mutaciones de p53 en cáncer (Hainaut and Hollstein 2000). 
 
El extremo carboxilo (aminoácidos 319 a 360) posee un dominio de oligomerización a través 
del cual cuatro moléculas de p53 se unen para formar un tetrámero con actividad transcripcional 
(Clore, Omichinski et al. 1994). Los aminoácidos 363 a 393 forman una región básica que 
puede también sufrir modificaciones postraduccionales reguladoras como fosforilación, 
acetilación y sumoilación. La figura 6 representa de forma esquemática los dominios de p53. 
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Figura 6 – Representación esquemática de la estructura y modificaciones postraduccionales de p53. p53 es una 
proteína que posee varios dominios bien definidos: unión al ADN, transactivación, región rica en prolinas y de 
oligomerización. Se indican los residuos que sufren modificaciones postraduccionales (acetilación, fosforilación y 




3.2. Funciones de p53: parada del ciclo celular y apoptosis 
p53 es esencial en la parada de ciclo celular en sus distintos checkpoints en el caso de que sean 
detectadas condiciones poco favorables o daño en el ADN (Ashcroft, Taya et al. 2000). p53 
puede parar el ciclo celular en la fase G1 en caso de que haya daño en el ADN e impide la 
entrada en la fase S de replicación del genoma. Después de detectarse el daño, p53 se activa e 
induce la expresión de la proteína p21WAF1/Cip, que inhibe la actividad quinasa de CDK2 
complejada con ciclina A o E. La inhibición de CDK2 impide la fosforilación de Rb y la 
liberación del factor de transcripción E2F, necesario para la expresión de genes que inician la 
fase S (Classon and Harlow 2002). 
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En la fase G2/M p53 también puede inducir parada del ciclo celular por activación de la 
expresión de genes como 14-3-3, GADD45 y p21WAF1/Cip1 (Hermeking, Lengauer et al. 1997; 
Wang, Zhan et al. 1999; Chan, Hwang et al. 2000), que inhiben la actividad de CDK1 
acomplejada con ciclina B1. 
 
Cuando las células sufren una agresión grave entran en un proceso de muerte celular 
programada o apoptosis. Hay dos formas de activar apoptosis, por la vía intrínseca y por la vía 
extrínseca. En la vía intrínseca se produce la activación de la expresión de proteínas de la 
familia Bcl2 (Cory and Adams 2002) que inducen la liberación de factores apoptóticos de la 
mitocondria, como citocromo C y la activación de la vía de las caspasas. En la vía extrínseca se 
activan los receptores de muerte específicos en la membrana, de forma independiente de la 
mitocondria (Ashkenazi 2002; Danial and Korsmeyer 2004) o de la activación de caspasas 
(Jaattela 2004). El proceso termina con la fragmentación del ADN y la desorganización celular 
(Green 2000). 
 
En los casos en los que el estrés que afecta a las células es tan grave que la parada de ciclo 
celular no es suficiente para la reparación del daño p53 puede activar la expresión de genes que 
promueven la apoptosis. Algunos de ellos son Bax, que promueve la liberación de citocromo C 
y AIF (apoptosis inducing factor) (Narita, Shimizu et al. 1998; Susin, Lorenzo et al. 1999; 
Cregan, Dawson et al. 2004) y Apaf-1, que activa caspasas activadoras de apoptosis (Moroni, 
Hickman et al. 2001). 
 
p53 también puede activar la vía extrínseca de apoptosis dado que entre sus dianas se 
encuentran genes que codifican para receptores de muerte, como Fas (Muller, Wilder et al. 
1998). 
 
Sin embargo también se han descrito mecanismos por los cuales p53 activa la apoptosis de 
forma independiente de su actividad como factor de transcripción. Se ha observado la 
interacción de p53 con Bax (Chipuk, Kuwana et al. 2004), la inhibición de proteínas anti-
apoptóticas como Bcl2 y la traslocación de p53 a la mitocondria, con la consecuente liberación 
de citocromo C (Mihara, Erster et al. 2003). 
 
3.3. Regulación de p53 
El primer paso para la activación de p53 es el aumento de su estabilidad y su consiguiente 
acumulación, seguida del aumento de su capacidad de unirse al ADN y de activar la 
transcripción de genes dianas. Cada uno de estos procesos está regulado por modificaciones 
postraduccionales como fosforilación, ubiquitinación, acetilación, ribosilación, sumoilación o 
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glicosilación (Brooks and Gu 2003). En la figura 6 se indican algunos de los residuos de p53 
que sufren modificaciones postraduccionales así como las proteínas responsables de las mismas, 
y la figura 7 resume los mecanismos de activación de p53 y las respuestas celulares que induce. 
 
En condiciones normales los niveles de proteína de p53 son muy bajos dado que su tiempo de 
vida media es muy corto (Kubbutat and Vousden 1998). La degradación de p53 ocurre vía 
proteosoma, tras el marcaje de la proteína por poliubiquitinación en residuos de lisina del 
terminal carboxilo (Kubbutat, Jones et al. 1997). Mdm2 es el regulador negativo de p53 mejor 
caracterizado. Es una E3 ubiquitina ligasa que interacciona con el terminal amino de p53 y la 
ubiquitina, promoviendo su degradación. La interacción de Mdm2 con p53 también inhibe la 
actividad transcripcional de ésta, y induce su salida del núcleo y posterior degradación (Inoue, 
Geyer et al. 2001), aunque la degradación de p53 puede ocurrir tanto en el citoplasma como en 
el núcleo siempre y cuando colocalice con Mdm2 (Lohrum, Woods et al. 2001; Xirodimas, 
Stephen et al. 2001; Stommel and Wahl 2004). 
 
La actividad de Mdm2 está regulada por fosforilación, que puede impedir que se una a p53 (Wu, 
Bayle et al. 1993; Jones, Roe et al. 1995; Montes de Oca Luna, Wagner et al. 1995). Además, 
p53 activa la expresión de mdm2, por lo que se forma un bucle de regulación negativa para que 
la activación de p53 sea transitoria. Recientemente también se han descrito otras enzimas que 
pueden funcionar como E3-ubiquitina ligasas para p53, como son COP1 (Dornan, Wertz et al. 
2004) y Pirh2 (Leng, Lin et al. 2003). Estas, al igual que Mdm2, son también genes diana de 
p53 y pueden inducir su degradación de una forma independiente de Mdm2. 
 
La región de interacción de p53 con Mdm2 (aminoácidos 1 a 40) posee varios residuos de serina 
y treonina cuya fosforilación impide la interacción de p53 con Mdm2, inhibiendo de este modo 
su degradación y promoviendo su acumulación y activación (Vousden 2002; Chène 2003). La 
región mínima de interacción de p53 con Mdm2 corresponde a los aminoácidos 18 a 23. Los 
residuos 19 a 25 forman una α-hélice anfipática que interacciona con el bolsillo hidrofóbico que 
forman los residuos 1 a 41 de Mdm2. Son esenciales para la estructura de p53 los aminoácidos 
triptófano 23, fenilalanina 19 y leucina 22. Entre la treonina 18 y el aspártico 21 se forma un 
puente de hidrógeno esencial para la formación de la α-hélice (Kussie, Gorina et al. 1996; 
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Figura 7 – Activación y respuesta celular de p53. p53 puede activarse por distintas modificaciones 
postraduccionales en respuesta a varios tipos de estímulo, siendo las quinasas que activan p53 una parte muy 
importante del proceso. Como consecuencia de estas modificaciones postraduccionales hay un aumento en la 
estabilidad y actividad transcripcional de p53, que migra al núcleo donde se une a los promotores de genes diana en 
forma de tetrámeros. Gracias a su actividad transcripcional p53 induce una serie de respuestas celulares. 
 
 
Las serina 15 se fosforila rápida y transitoriamente en respuesta a radiación ionizante por ATM 
y de forma más lenta y prolongada en respuesta a radiación ultravioleta o hipoxia por ATR 
(Ashcroft, Taya et al. 2000). Sin embargo, la fosforilación de este residuo no es suficiente para 
impedir la interacción con Mdm2 (Dumaz and Meek 1999), aunque la mutación de serina 15 
reduce la acumulación de p53 en respuesta a daño al ADN (Chao, Saito et al. 2000). 
 
Tampoco hay evidencias de que la fosforilación en la serina 20 impida la interacción de p53 con 
Mdm2 (Craig, Burch et al. 1999; Sakaguchi, Saito et al. 2000), aunque su fosforilación parece 
tener una función indirecta en la regulación negativa de p53 por Mdm2 (Chehab, Malikzay et al. 
1999; Unger, Juven-Gershon et al. 1999; Hirao, Kong et al. 2000). La serina 20 se fosforila en 
respuesta a daño al ADN por Chk2 y Chk1, tras su activación por ATM y ATR. Es posible 
también que la fosforilación de la serina 20 aumente la acetilación del terminal carboxilo de 




La treonina 18 es el único residuo que parece estar relacionado directamente con la interacción 
entre p53 y Mdm2 (Bottger, Bottger et al. 1999; Sakaguchi, Saito et al. 2000; Jabbur, Tabor et 
al. 2002; Schon, Friedler et al. 2002), aunque p53 mutado en treonina 18 y en serina 20 puede 
ser estabilizado en células expuestas a estrés (Ashcroft, Kubbutat et al. 1999; Blattner, Tobiasch 
et al. 1999). Este residuo se fosforila por la caseína quinasa I-δ, aunque dependiendo de la 
fosforilación previa de serina 15 (Dumaz, DM et al. 1999; Sakaguchi, Saito et al. 2000) y 
también puede serlo por Chk2 (Craig, Scott et al. 2003) y por VRK1, que por fosforilación 
específica de este residuo, y sin necesidad de fosforilación previa en ningún otro, aumenta la 
estabilidad, acetilación y actividad transcripcional de p53 (Lopez-Borges and Lazo 2000; Vega, 
Sevilla et al. 2004). Previamente ya se había descrito que la fosforilación de treonina 18, igual 
que ocurre con la fosforilación de la serina 20, también aumenta la unión de p53 al coactivador 
p300 (Dornan and Hupp 2001). 
 
Además de los tres residuos ya referidos, todas las serinas y treoninas del terminal amino de p53 
pueden ser fosforiladas en distintas condiciones de estrés (Appella and Anderson 2001). Como 
ejemplos, la serina 33 es fosforilada en respuesta a radiación ionizante y ultravioleta y las 
serinas 38 y 46 y la treonina 81 tras radiación ultravioleta. 
 
En el dominio carboxilo la fosforilación de la serina 315 por CDK1 y de la serina 392 por 
caseína quinasa II estimulan la unión al ADN de p53 (Meek 1998; Appella and Anderson 2001). 
Por otra parte, la fosforilación de las serinas 376 y 378 por PKC (protein kinase C) estimula la 
degradación de p53 en células no expuestas a estrés, dado que facilita su ubiquitinación. Se ha 
observado también que en respuesta a radiación ionizante ocurre desfosforilación de la serina 
376 (Waterman, Stavridi et al. 1998; Chernov, Bean et al. 2001). 
 
Para asegurar que la activación de p53 por fosforilación sea transitoria hay fosfatasas 
específicas que desfosforilan los residuos fosforilados, como Wip1 (Takekawa, Adachi et al. 
2000) o cdc14 (Li, Ljungman et al. 2000). 
 
Además de la fosforilación, otra modificación postraduccional de p53 bien descrita es la 
acetilación. Dos coactivadores transcripcionales, p300 y pCAF, acetilan p53 en las lisinas 373 y 
382, además de en otros residuos del terminal carboxilo, incrementando la unión de p53 a 
secuencias específicas de ADN (Sakaguchi, Herrera et al. 1998; Liu, Scolnick et al. 1999; 
Wang, Tsay et al. 2003). p300 interacciona con p53 por su terminal amino, compitiendo con 
Mdm2 (Ito, Lai et al. 2001; Dornan, Shimizu et al. 2003). Como ya se ha referido, la 
fosforilación de la treonina 18 y de la serina 20 interrumpe la unión de p53 con Mdm2 
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aumentando la de p53 con p300. La unión de p300 a p53 estabiliza y aumenta la actividad 
transcripcional de esta (Yuan, Huang et al. 1999; Dornan and Hupp 2001). 
 
Para la activación de una respuesta completa de p53 son normalmente necesarias varias 
modificaciones postraduccionales como las ya referidas fosforilación y acetilación, así como 
ribosilación, sumoilación y glicosilación. El balance final de todas estas modificaciones permite 
a p53 mediar una respuesta adecuada a cada situación de estrés específica, integrando las 
diversas señales que condujeron a las diversas modificaciones postraduccionales.  
 
3.4. Estrategias virales de regulación de p53 
Varios virus modulan p53 como parte de su estrategia de infección, bien sea para contribuir a la 
transformación tumoral, en el caso de los vírus oncogénicos, o con el objetivo de posibilitar la 
progresión del ciclo de vida del virus inhibiendo la respuesta apoptótica e inflamatoria de la 
célula hospedadora. 
 
Algunas cepas más agresivas del virus del papiloma humano (HPV), causa de tumores de cuello 
cervical, codifican una proteína (E6) que forma un complejo con p53 y promueve su 
ubiquitinación y degradación (Werness, Levine et al. 1990; Talis, Huibregtse et al. 1998), 
eliminando de esta forma la parada de ciclo celular en la fase G1/S y permitiendo la replicación 
de células con daños en el genoma y la progresión tumoral (Tommasino, Accardi et al. 2003). 
 
Otros ejemplos de proteínas codificadas por virus oncogénicos que se unen e inactivan la 
función de p53 para impedir la parada de ciclo y apoptosis son el antígeno T grande del virus 
simio 40 (SV 40) (Pipas and Levine 2001) y las proteínas E1B55K y E4orf6 del adenovirus 
(Querido, Marcellus et al. 1997). También una proteína del virus de la hepatitis C (proteína 
nuclear) interacciona con p53, modificando su estado de fosforilación y acetilación (Kao, Chen 
et al. 2004). Además inhibe la expresión de Bax y p21, dianas de p53, así como la apoptosis 
dependiente de p53 (Cao, Hamada et al. 2004). 
 
Recientemente se ha propuesto que el virus Epstein-Barr (asociado a carcinoma nasofaringeal, 
linfoma de Hodgkin y de Burkitt), a través su proteína transmembranar LMP1, inhibe la 
transcripción y reparación de ADN dependientes de p53, siendo la represión de p53 por LMP1 
dependiente de la activación de la vía de NF-κB por ésta (Liu, Chang et al. 2005). 
  
También se ha descrito que la infección por el virus Vaccinia induce una disminución en los 
niveles de proteína de p53 (Wali and Strayer 1999), aunque no a nivel de su ARN mensajero 
(Guerra, Lopez-Fernandez et al. 2003; Guerra, Lopez-Fernandez et al. 2004). 
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4. La vía de las MAPK 
 
4.1. Las MAPK 
La vía de transducción de señales de las MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases o proteínas 
quinasas activadas por mitógenos) es uno de los mecanismos más recurrentes de regulación de 
células eucariotas. Todas las células eucariotas poseen varias vías de MAPK que pueden ser 
activadas por grupos de estímulos distintos, lo cual permite que la célula responda de forma 
coordinada a estímulos diversos.  
 
Las vías de las MAPK pueden ser activadas por varios tipos de estímulos, como son: 
(a) Hormonas y factores de crecimiento, que activan receptores tirosina quinasa, como 
insulina, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de 
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF); o citoquinas, como la 
hormona del crecimiento. 
(b) Péptidos vasoactivos que activan receptores transmembranares acoplados a proteínas G 
(GPCR) como angiotensina y endotelina. 
(c) Péptidos de la familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) que activan 
receptores serina treonina quinasa. 
(d) Citoquinas de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF). 
(e) Estrés ambiental, como choque osmótico, radiación ionizante y UV y lesiones 
isquémicas. 
 
A su vez, las vías de las MAPK pueden coordinar procesos como la síntesis de proteínas, el 
ciclo celular, la muerte celular y la diferenciación celular, regulando la expresión génica por 
fosforilación de factores de transcripción, histonas y también otras quinasas. También pueden 
contribuir a la estabilización de determinados ARN mensajeros (Chang and Karin 2001; 
Kyriakis and Avruch 2001; Pearson, Robinson et al. 2001; Fang and Richardson 2005). 
 
Las MAPK se activan por fosforilación en treonina y tirosina en un motivo treonina-X-tirosina 
conservado en el subdominio VIII del dominio catalítico. Su fosforilación y activación la 
cataliza una familia de quinasas de especificidad dual denominadas MEK o MKK 
[MAPK/quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK) – quinasas]. Estas, a su vez, son 
reguladas por fosforilación en serina y treonina en un motivo serina-X-treonina conservado del 
subdominio VIII del dominio catalítico, catalizada por una familia de quinasas denominadas 
MAP3K (MAPK-quinasa-quinasas). Las MAP3K se regulan por translocación a la membrana 
celular seguida de oligomerización y fosforilación por otras proteínas, como receptores 
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membranares (figura 8) (Chang and Karin 2001; Kyriakis and Avruch 2001; Pearson, Robinson 





















Hay tres grandes grupos de MAPK: ERK, p38 y JNK (quinasa del amino terminal de c-Jun). 
Los grupos de p38 y JNK se pueden juntar en un sólo grupo denominado SAPK (quinasas 
activadas por estrés). Un cuarto grupo, menos estudiado, es el de ERK5 o BMK (Zhou, Bao et 
al. 1995) que contiene un dominio de activación transcripcional (Kasler, Victoria et al. 2000; 
Kyriakis and Avruch 2001). Los estímulos que activan cada una de estos grupos y las respuestas 
biológicas consecuentes se resumen en la figura 9. 
 
4.2. La vía de JNK 
El grupo de JNK está compuesto por 3 genes: Jnk1, Jnk2 y Jnk3. JNK se identificó 
originalmente por su capacidad para fosforilar de forma específica el factor de transcripción c-
Jun en su extremo amino en los residuos serina 63 y 73 (Hibi, Lin et al. 1993). Más tarde se han 
identificado otras dianas de JNK, como los factores de transcripción ATF2, Elk-1, p53 y c-Myc. 
JNK se activa por citoquinas como TNF y IL-1 y por exposición de las células a varios tipos de 
estrés ambiental como choque osmótico, radiación y estrés oxidativo (Davis 2000). 
 
Figura 8 – El módulo principal de 
señalización de las MAPK. Varios tipos 
de estímulos activan a una MAP3K, que 
fosforila y activa una MEK, que a 
continuación fosforila y activa una MAPK. 
Estas, principalmente por fosforilación de 
factores de transcripción, inducen la 
expresión de genes que dan origen a una 
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Figura 9 – Cascada de señalización de las proteínas quinasas activadas por mitógenos. Cada uno de los 
cuatros grupos de MAPK induce una determinada respuesta biológica a un estímulo tras ser activadas por una 
vía específica de MEK y MAP3K.  
 
Algunas de las dianas de JNK, como c-Jun, JunB, JunD y ATF2, forman parte del factor de 
transcripción AP-1 (Ip and Davis 1998). La fosforilación de estos factores de transcripción por 
JNK regula su actividad transcripcional, su estabilidad y su localización subcelular. JNK 
también fosforila otras proteínas que no son factores de transcripción, como los miembros de la 
familia de Bcl-2 (Maundrell, Antonsson et al. 1997; Yamamoto, Ichijo et al. 1999; Yu, 
Minemoto et al. 2004). 
 
Mientras que Jnk1 y Jnk2 se expresan de forma ubicua, Jnk3 se encuentra principalmente en 
cerebro, corazón y testículos. Los 3 genes sufren procesamiento alternativo, generándose 10 
isoformas de JNK con o sin una extensión en el terminal carboxilo (Gupta, Barrett et al. 1996). 
También hay un procesamiento alternativo para los genes Jnk1 y Jnk2, seleccionándose uno de 
dos exones alternativos que codifican parte del dominio quinasa. Este procesamiento alternativo 
influye en la especificidad de sustrato de JNK, puesto que afecta a la capacidad de JNK para 
interaccionar con el sitio de anclaje del sustrato. Como distintos tejidos expresan distintos 
conjuntos de isoformas de JNK, la isoforma que activa un determinado sustrato puede ser 
codificada por el gen Jnk1 ó Jnk2. Estas observaciones contradicen la idea inicial según la cual 
JNK1 y JNK2 tenían especificidad de sustratos distintas: por ejemplo, JNK1 por c-Jun y JNK2 
por ATF2 (Gupta, Barrett et al. 1996). 
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El análisis del efecto de la eliminación de los genes Jnk en ratón ha confirmado que hay una 
gran complementación entre los tres genes, siendo los animales viables. Sin embargo, se han 
observado defectos en la transducción de señales específicos de determinados tejidos, 
posiblemente debido al perfil de expresión de isoformas de JNK en cada tejido (Tournier, Hess 
et al. 2000). La eliminación conjunta de Jnk1 y Jnk2 causa muerte embrionaria por defectos en 
apoptosis durante el desarrollo del cerebro (Davis 2000). Fibroblastos aislados de estos ratones 
(que dado que Jnk3 no se expresa en este tipo celular no tienen expresión de ninguna JNK) 
presentan defectos en la actividad transcripcional de AP-1, disminución en proliferación, 
asociada con un incremento en la expresión de ARF, p53 y p21 y resistencia a apoptosis 
inducida por estrés (Tournier, Hess et al. 2000). 
  
Hasta el momento se han descrito dos MAPKK que fosforilan y activan JNK: MKK4 
(SEK1/JNKK1) y MKK7 (JNKK2). Estas MAPKK son quinasas de especificidad dual que 
fosforilan JNK en los residuos treonina 183 y tirosina 185 (Weston and Davis 2002). 
Aparentemente, MKK4 fosforila de forma preferencial la tirosina 185, mientras que MKK7 la 
treonina 183. Como se requiere la fosforilación de ambos residuos, las dos MAPKK cooperan y 
son necesarias para la activación de JNK en respuesta a estrés, como radiación UV y 
anisomicina. Sin embargo, sólo MKK7 es necesaria para la activación de JNK en respuesta a 
citoquinas inflamatorias como IL-1 y TNF-α (Tournier, Dong et al. 2001), mientras que MKK4 
se activa principalmente por estrés. MKK4 también puede activar a p38 aunque no se sabe si lo 
hace de forma relevante a nivel fisiológico, puesto que p38 también es activado por MKK3 y 
MKK6. A contrario de lo que ocurre con las MAPKK que activan ERK (MEK1 y MEK2, que 
son nucleares), MKK4 y MKK7 se encuentran tanto en el citoplasma como en el núcleo 
(Tournier, Whitmarsh et al. 1999). De hecho se ha observado la acumulación de MKK7 en el 
núcleo de células expuestas a estrés (Tournier, Whitmarsh et al. 1999), por lo que JNK podría 
ser activada en el citoplasma y en el núcleo. La eliminación de Mkk4 o Mkk7 es letal a nivel 
embrionario (Davis 2000; Dong, Yang et al. 2000). 
 
MKK4 se activa por fosforilación dual en la serina 257 y en la treonina 265, mientras que 
MKK7 se activa por fosforilación en la serina 271 y la treonina 275. Esta activación puede ser 
mediada por un gran grupo de MAP3K, entre las cuales se encuentran el grupo de MEKK (1-4), 
MLK2 y 3, DLK, TAK1 y ASK1 y 2 (Davis 2000). El hecho de que haya un número tan grande 
de MAP3K que pueden activar la vía de JNK hace que sea difícil identificar cuáles son 
responsables de la activación de JNK por un determinado estímulo. Es también posible que haya 




Las JNK, igual que otras MAPK, pueden ser inactivadas por un grupo de proteínas fosfatasas 
denominadas MKP (fosfatasas de MAPK), que pertenecen al grupo de proteínas fosfatasas de 
tirosinas (PTP) y que son específicas para residuos de fosfotreonina y fosfotirosina en el 
dominio de activación de las MAPK. Hasta el momento se han descrito diez MKP, no siendo 
clara la causa de su especificidad para determinadas MAPK, aunque se ha descrito que MKP1, 
MKP3, MKP5 y MKP7 inactivan JNK (Theodosiou and Ashworth 2002). 
 
La función de JNK puede ser relevante en procesos oncogénicos gracias a su efecto sobre la 
estabilidad y actividad transcripcional de los componentes del factor AP-1 (c-Jun, c-Fos y 
ATF2), que son esenciales para la actividad transformante de Ras y Src (Angel and Karin 1991). 
También se ha visto que la transformación de células pequeñas de pulmón por Ha-ras depende 
de la activación de JNK1 (Xiao and Lang 2000). El papel de JNK en oncogénesis puede 
deberse, además de a la regulación de AP-1, a su actividad sobre otros sustratos como Elk-1 
(Cavigelli, Dolfi et al. 1995). Además JNK también puede inducir supervivencia celular por la 
fosforilación e inactivación de la proteína pro-apoptótica BAD en la treonina 201, impidiendo 
que BAD interaccione e inactive la proteína pro-supervivencia Bcl-xL (Yu, Minemoto et al. 
2004). La función anti-apoptótica de JNK depende del estado de p53, puesto que se ha descrito 
que JNK sólo inhibe apoptosis en ausencia de este. Sin embargo, en presencia de p53, JNK 
inhibe la parada de ciclo celular y promueve la apoptosis inducida por p53 (Potapova, Gorospe 
et al. 2000). 
 
Aunque pueda parecer contradictori también se ha sugerido un papel para JNK en vías de 
supresión de tumores debido a su activación por radiación UV y otros tipos de estrés celular. 
Células a la que se ha eliminado la expresión de Jnk1 y Jnk2 son más permisivas a oncogénesis 
inducida por Ras a la vez que presentan una inhibición de la apoptosis inducida por Ras 
(Kennedy, Sluss et al. 2003). Se han descrito mutaciones del activador de JNK MKK4 en 
cáncer de páncreas, mama, colorectal y de próstata (Teng, Perry et al. 1997) y la pérdida de 
función de MKK4 (y consecuentemente de JNK) correlaciona con un mayor agresividad de los 
tumores (Kim, Vander Griend et al. 2001). La función pro-apoptótica de JNK también seria 
mediada por AP-1, al igual que la oncogénica, puesto que se ha descrito que este factor puede 
inducir muerte celular en determinados sistemas, como células linfoides (Colotta, Polentarutti et 
al. 1992) y fibroblastos murinos (Bossy-Wetzel, Bakiri et al. 1997). Células deficientes en c-Jun 
presentan defectos en apoptosis (Shaulian, Schreiber et al. 2000), aunque también proliferan de 
forma lenta (Johnson, van Lingen et al. 1993), por lo que c-Jun no se puede considerar un 




JNK también puede contribuir a la apoptosis por fosforilación e inactivación de proteínas anti-
apoptóticas como Bcl2 y Bcl-xL (Yamamoto, Ichijo et al. 1999) y por activación del supresor de 
tumores p53, cuya estabilidad y actividad transcripcional pueden ser reguladas por fosforilación 
en varios residuos por JNK, en respuesta a distintos tipos de estrés. Tras irradiación con UV-B, 
JNK fosforila p53 en la serina 20, incrementando la actividad transcripcional dependiente de 
p53. Esta respuesta no se observa en células que no expresan Jnk1 y Jnk2 (She, Ma et al. 2002). 
También puede fosforilar la serina 15 en condiciones de estrés oxidativo (Cheng, Zheng et al. 
2003) y la treonina 81 en respuesta a daño al ADN y otros agentes inductores de estrés, siendo 
este residuo necesario para la estabilización de p53 y parada de ciclo en G1 dependiente de p53 
inducidas por JNK (Buschmann, Potapova et al. 2001). También se ha descrito que JNK regula 
negativamente p53 en situaciones de ausencia de estrés por un mecanismo independiente de 
Mdm2 (Fuchs, Adler et al. 1998). 
 
4.3. Las proteínas de anclaje JIP 
Los diversos componentes del módulo de señalización de JNK (MAPK + MEK + MAP3K) 
pueden formar complejos por interacciones directas proteína-proteína en una secuencia de 
complejos binarios y/o por la acción de proteínas de anclaje. Este segundo tipo de interacciones 
añade un nivel más de especificidad en la señalización, como se ha demostrado en levaduras con 
la proteína Ste5p (Whitmarsh and Davis 1998).  
 
La identificación de las proteínas de la familia JIP fue la primera prueba de que las células de 
mamíferos organizan la vía de JNK de forma similar a las levaduras con la proteína Ste5p. Se 
han identificado proteínas de anclaje para otras MAPK, como es el caso de MP1, que se une a 
MEK1 y EKR1 facilitando la unión entre éstas y la activación de ERK1 (Schaeffer, Catling et 
al. 1998) o de KSR, que también se une a MEK y ERK activando la vía de MAPK en respuesta 
a la señalización de Ras (Nguyen, Burack et al. 2002; Lozano, Xing et al. 2003). También para 
JNK se han identificado otras proteínas de anclaje, como es el caso de β-arrestina, implicada en 
la señalización por receptores asociados a proteínas G que, tras unirse a sus ligandos, son 
fosforilados por quinasas del tipo GPRC y luego pueden interaccionar con β-arrestina 2 (Miller 
and Lefkowitz 2001), funcionando esta proteína como sitio de formación de un módulo 
funcional de JNK (McDonald, Chow et al. 2000). La β-arrestina 2 también se une a JNK3 y 
ASK1 e, indirectamente, a MKK4. Otros ejemplos son CrkII, que se une a JNK en un complejo 
que incluye a p130Cas y a MKK4 y parece ser esencial para la activación de JNK por Rac1 
(Girardin and Yaniv 2001) y filamina, que también se une a MKK4 y TRAF2 y contribuye a la 
activación de JNK por TNF-α en células de melanoma (Marti, Luo et al. 1997; Leonardi, 
Ellinger-Ziegelbauer et al. 2000). 
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La familia JIP posee 4 miembros: JIP1, JIP2, JIP3 y JIP4. Jip1 se expresa en muchos tejidos, 
principalmente en neuronas, células neuroendócrinas, pulmón, riñón y en otros aunque en 
niveles más bajos. Por otra parte, Jip2 y Jip3 se expresan de forma selectiva en neuronas y en 
células neuroendocrinas, aunque también se pueden encontrar en otros tejidos en niveles bajos.  
 
JIP1, 2 y 3 se unen a JNK, MKK7 y MAP3K de la familia MLK y DLK. Potencian la 
señalización dependiente de JNK en respuesta a quinasas que activan JNK y se ha propuesto 
que su función es favorecer la señalización de MLK facilitando la interacción de los tres 
componentes de la vía en un módulo. Se ha demostrado que cada una de las MAPK se une a 
regiones distintas de JIP1: JNK se une a un dominio localizado entre los residuos 127 y 282; 
MKK7 se une entre los residuos 282 y 660; y MLK se une entre los residuos 471 y 660 
(Whitmarsh, Cavanagh et al. 1998) tal y como se representa en la figura 10. La sobreexpresión 
de JIP1 retiene a JNK en el citoplasma, inhibiendo la vía de señalización de JNK y suprimiendo 
su efecto en apoptosis y transformación maligna (Dickens, Rogers et al. 1997). Para la 
activación de JNK por quinasas como MKK7 y por estímulos como IL-1 se requiere el dominio 
de JIP1 que interacciona con JNK (Whitmarsh, Cavanagh et al. 1998). Tras una estimulación se 
observa un cambio en la sublocalización celular de JIP1, que migra desde la periferia celular 
hasta la zona perinuclear (Whitmarsh, Kuan et al. 2001). Esto puede estar relacionado con el 
hecho de que JIP1, 2 y 3 interaccionen con el motor quinesina-1 y puedan ser transportados 
dentro de la célula a lo largo de la red de microtúbulos como proteínas de carga (Verhey and 
Rapoport 2001), por lo que podrían contribuir a la localización subcelular de los componentes 
de la vía de JNK. 
 
JNK fosforila JIP1 en los residuos treonina 103 y 205, cambiando así la afinidad de JIP1 por 
JNK y DLK. Sin embargo, se ha visto que JIP1 presenta fosforilación en residuos que no son 
fosforilados por JNK, lo cual indica que otras quinasas del complejo o ajenas a éste pueden 
fosforilar JIP1 y cambiar su afinidad por las MAPK (Nihalani, Wong et al. 2003). Como 
ejemplo, se ha descrito que Akt se une a JIP1 disminuyendo su afinidad por JNK (Kim, Yano et 
al. 2002). En lo que respecta a los otros miembros de la familia, JNK fosforila JIP3 en los 
residuos treonina 266, 276 y 287, no siendo esta sustrato de ERK y p38 (Kelkar, Gupta et al. 
2000), mientras que JNK y p38 fosforilan a JIP4 en residuos todavía no identificados (Kelkar, 













Figura 10 – Ilustración esquemática de la 
interacción de JIP1 con los componentes del 
módulo de señalización de JNK. Distintas 
regiones de JIP1 interacciona con JNK, MKK7, 
MLK y HPK. JIP1 funciona como una proteína de 
anclaje, facilitando la transducción de señales a lo 











JIP1 también interacciona con la quinasa HPK1 (quinasa-1 de progenitores hematopoyéticos) 
que activa las MAPK (Whitmarsh, Cavanagh et al. 1998) y JIP1 y JIP2 se unen a la fosfatasa 
MKP-7, que inhibe la señalización de JNK y fosforilación de c-Jun (Willoughby, Perkins et al. 
2003). JIP1 se une también a RhoGEF190 (Meyer, Liu et al. 1999), al precursor de la proteína 
β-amiloide (Meyer, Liu et al. 1999) y al receptor 2 de la apolipoproteína E (Stockinger, Brandes 
et al. 2000). Sin embargo, la relevancia fisiológica de estas interacciones todavía no se ha 
establecido. 
 
JIP2 y JIP4 parecen regular módulos de señalización de p38 de forma dependiente de MKK3 y 
MKK6 en el caso de JIP4, que también se une a JNK pero no la activa (Buchsbaum, Connolly et 
al. 2002; Kelkar, Standen et al. 2005). 
 
JIP3 es estructuralmente distinta a JIP1 y JIP2 y más parecida a JIP4, aunque comparte muchas 
de las características bioquímicas de aquéllas (Ito, Yoshioka et al. 1999). Además de 
interaccionar con las mismas MAPK que JIP1, también interacciona con SK1, MEKK1 y 
MKK4 (Ito, Yoshioka et al. 1999; Matsuura, Nishitoh et al. 2002). JIP3 parece estar relacionada 
con la regulación de JNK en migración celular y su gen se encuentra sobreexpresado en tumores 
cerebrales (Takino, Nakada et al. 2005).  
 
Se ha descrito que la eliminación de Jip1 en ratones resulta en la pérdida de la activación de 
JNK en neuronas en respuesta a anoxia (Whitmarsh, Kuan et al. 2001). Sin embargo, otro grupo 
ha descrito que la ausencia de JIP1 es letal (Thompson, Haefliger et al. 2001). Es posible que 
esta diferencia se deba a las diferencias genéticas de las cepas usadas. En modelos de diabetes 
de tipo II JIP1 es necesario para la activación de JNK en tejido adiposo (Jaeschke, Czech et al. 
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2004). La eliminación de JIP3 resulta en defectos en la morfogénesis durante el desarrollo del 
sistema nervioso, provocando la muerte tras el nacimiento debido a deficiencias respiratorias 
(Kelkar, Delmotte et al. 2003). 
 
Estos datos demuestran que las proteínas JIP pueden regular la señalización de JNK, siendo 
necesarias para la activación selectiva de JNK por estímulos concretos, aunque no son un 
componente esencial para la activación de JNK en respuesta a todos los estímulos. 
 
4.4. La MAP3K TAK1 
TAK1 (quinasa activada por TGF-β) es una de las MAP3K que activa JNK. Fue inicialmente 
identificada como un activador de la vía de las MAPK en vías de señalización reguladas por 
TGF-β y BMP. TAK1 es una proteína de 600 aminoácidos que presenta un 30% de homología 
con otras MAP3K a nivel de su terminal amínico (Yamaguchi, Shirakabe et al. 1995). En el 
“Quinoma Humano” pertenece al grupo de las TKL (tyrosine kinase like), al igual que las MLK 
(Manning, Whyte et al. 2002). 
 
Se han identificado dos proteínas adaptadoras que interaccionan con TAK1: TAB1 y TAB2. 
TAB1 activa TAK1 cuando se sobreexpresa (Shibuya, Yamaguchi et al. 1996), induciendo la 
autofosforilación de TAK1 en la serina 192 y la treonina 187 (Kishimoto, Matsumoto et al. 
2000; Singhirunnusorn, Suzuki et al. 2005). Por otro lado, hay una translocación de TAB2 de la 
membrana celular al citosol tras la estimulación con IL-1 y otros ligandos de la vía de NF-κB 
(RANKL); una vez en el citosol, TAB2 une TAK1 a TRAF6 mediando así en la activación de 
TAK1 (Takaesu, Kishida et al. 2000; Mizukami, Takaesu et al. 2002). Sin embargo, hay datos 
que sugieren que la unión de TAK1 a TAB1 no sería suficiente para activar TAK1, siendo 
necesaria también la unión de TAK1 a TRAF6 poliubiquitinada (Wang, Deng et al. 2001). 
 
En el análisis del ortólogo de TAK1 en el organismo modelo Xenopus se observó que está 
involucrada en la inducción y formación del patrón de la mesodermis durante su desarrollo 
embrionario (Shibuya, Iwata et al. 1998). En Drosophila participa en la activación de JNK y 
NF-κB durante la respuesta inmune (Park, Brady et al. 2004).  
 
En mamíferos, estudios de sobreexpresión de TAK1 sugieren que es necesaria para la activación 
de la vía de NF-κB por IL-1 (Ninomiya-Tsuji, Kishimoto et al. 1999) y por TNF-α (Takaesu, 
Surabhi et al. 2003). Esta observación ha sido completada con estudios con animales 
transgénicos. Los ratones deficientes en tab1 no completan su desarrollo embrionario, 
presentando defectos en la morfogénesis de corazón y pulmón (Komatsu, Shibuya et al. 2002) 
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aunque los fibroblastos derivados de estos animales son capaces de activar la vía de NF-κB y 
AP-1 de forma normal en respuesta a IL-1 y TNF-α (Shim, Xiao et al. 2005), ocurriendo lo 
mismo con fibroblastos embrionarios derivados de ratones deficientes en tab2 (Sanjo, Takeda et 
al. 2003). Sin embargo, los fibroblastos embrionarios deficientes en tak1 presentan defectos 
severos en la activación de NF-κB y AP-1 en respuesta a IL-1, TNF-α y TGF-β. Además 
presentan una alta sensibilidad a la apoptosis inducida por TNF-α (Sato, Sanjo et al. 2005; 
Shim, Xiao et al. 2005).  
 
TAK1 también participa en la activación de AP-1 y ATF2 en respuesta a IL-1, fosforilando 
MKK3, MKK4 y MKK6 que, a su vez, activan JNK y p38 (Moriguchi, Kuroyanagi et al. 1996; 
Shirakabe, Yamaguchi et al. 1997; Ninomiya-Tsuji, Kishimoto et al. 1999; Wang, Deng et al. 
2001). TAK1 también interacciona directamente y fosforila a JNK, pudiendo activarla de forma 
independiente de MKK4 o MKK7 (Sanna, da Silva Correia et al. 2002). Además, TAK1 
coopera con los efectores de la vía de TGB-β (Smads) en la activación de ATF2 en respuesta a 
TGF-β y BMP (Sano, Harada et al. 1999; Monzen, Hiroi et al. 2001) (figura 11). 
 
Estos datos sitúan a TAK1 como una quinasa esencial en vías de señalización de inflamación, 


























Figura 11 – Representación esquemática de la función de TAK1 en vías de señalización de inflamación. 
TNF-α, IL-1 y TGF-β pueden activar a NF-κB y AP-1 por una vía específica dependiente de TAK1. 
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4.5. El factor de transcripción c-jun 
c-Jun fue identificada como la proteína celular normal equivalente a la oncoproteína viral Jun 
(v-Jun) del virus del sarcoma aviario. Es un factor de transcripción de 39 kDa en cuyo terminal 
carboxilo se encuentra un dominio básico de interacción con el ADN y una cremallera de 
leucina para la dimerización con otras proteínas (dominio bZIP). En su terminal amino posee un 
dominio de transactivación (Chinenov and Kerppola 2001). La figura 12 representa de forma 
esquemática el dominio de dimerización y de unión al ADN de un dímero c-Jun/c-Fos. 
 
 
Figura 12 – Estructura del dominio de cremallera 
de leucinas y del dominio básico de unión al ADN 
del factor de transcripción AP-1. c-Jun y c-Fos 
dimerizan por el dominio de cremallera de leucinas, 
cuyas hélices α forman una X, mientras el dominio 




c-Jun pertenece a una familia con otros dos miembros: JunB y JunD (Vogt and Bos 1990). 
Aunque las tres proteínas presentan una fuerte homología, su función es distinta. Mientras que 
c-Jun y JunB median respuestas rápidas tras un estímulo celular, JunD se expresa 
mayoritariamente en células quiescentes (Wang, Xie et al. 1996) y tiene la capacidad de inhibir 
la proliferación (Minden and Karin 1997). En algunas condiciones también JunB parece tener 
una acción anti proliferativa (Wisdom, Johnson et al. 1999). 
 
c-Jun, igual que los otros miembros de su familia (JunB y JunD), puede formar homo y 
heterodímeros con otras proteínas como ATF/CREB, Fos y Maf, dando origen al factor de 
transcripción AP-1, que reconoce la secuencia 5’-TGAG/CTCA-3’ de TRE [elementos de 
respuesta a TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato)] y la secuencia 5’TGACGTCA-3’ de 
CRE (elementos de respuesta a AMP cíclico). Los dímeros de c-Jun y c-Fos activan 
principalmente secuencias TRE, mientras que los dímeros de ATF-2 y c-Jun o los homodímeros 
de ATF2, activan secuencias CRE (Chinenov and Kerppola 2001). 
 
AP-1 es activado por ERK, JNK o p38 en respuesta a factores de crecimiento, varios tipos de 
estrés, citoquinas y oncoproteínas, regulando a su vez procesos de proliferación, supervivencia, 
diferenciación y transformación celular por la activación de varios tipos de genes: oncogenes (c-
jun y c-fos), genes supresores de tumores, genes de proteasas implicadas en invasividad y en la 
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respuesta inflamatoria (colagenasa I, estromelisinas) y genes de factores angiogénicos (VEGF), 
citoquinas y otros factores reguladores del sistema inmune. 
 
La expresión de c-jun, al igual que la de otros componentes de AP-1, puede ser inducida por 
estímulos extracelulares mediante la activación de MAPK (Lamph, Wamsley et al. 1988). c-Jun 
puede unirse a su propio promotor, dando origen así a un mecanismo de auto-regulación 
positiva.  
 
Sin embargo, la forma más importante de regular la actividad de c-Jun es por fosforilación. JNK 
activada se trasloca al núcleo y fosforila el dominio de transactivación de c-Jun en los residuos 
serina 63 y 73 (Smeal, Binetruy et al. 1992). Los residuos treonina 91 y 93 también pueden ser 
fosforilados. La fosforilación de c-Jun por JNK induce su dimerización y aumenta su 
estabilidad, regulando negativamente la ubiquitinación de residuos de lisina e impidiendo su 
degradación por el complejo del proteasoma (Fuchs, Dolan et al. 1996; Fuchs, Xie et al. 1997).  
 
La fosforilación de c-Jun aumenta también su actividad transcripcional, induciendo la unión a 
promotores y la activación de la expresión de diversos genes, posiblemente por unión a 
coactivadores como p300/CBP (Bannister, Oehler et al. 1995). Se cree que la fosforilación del 
dominio de transactivación de c-Jun por JNK también induce la desfosforilación de los residuos 
treonina 231, serina 243 y serina 249.  
 
Los residuos treonina 231 y serina 249 son fosforilados por la caseína quinasa II (CK II). Esta 
fosforilación disminuye la unión de c-Jun al ADN y, consecuentemente, su actividad 
transcripcional. Por lo tanto, la inhibición por JNK de la fosforilación de estos residuos aumenta 
la capacidad de unión al ADN de c-Jun (Papavassiliou, Treier et al. 1995). La figura 13 
representa los distintos dominios de c-Jun así como los residuos que sufren fosforilación y las 
quinasas responsables por la misma. 
 
c-Jun, al igual que JNK, esta involucrado tanto en vías que inducen proliferación como en vías 
que la inhiben e inducen apoptosis. La inhibición de c-Jun por ARN de interferencia en 
fibroblastos murinos demostró que es necesaria para la proliferación y progresión del ciclo 
celular (Shaulian and Karin 2001) y la inactivación de c-Jun o JunB con anticuerpos inhibe la 
entrada en el ciclo celular (Kovary and Bravo 1991). Los fibroblastos murinos c-jun -/- 
presentan graves defectos de proliferación: sólo resisten uno o dos pases en cultivo antes de 
entrar en senescencia e incluso después de inmortalizados proliferan más lentamente que 
fibroblastos normales (Johnson, van Lingen et al. 1993; Schreiber, Kolbus et al. 1999). Estos 
fibroblastos presentan niveles más bajos de ciclina D1, un inductor de proliferación (Wisdom, 
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Johnson et al. 1999). El efecto de c-Jun en proliferación depende parcialmente de la 
fosforilación por JNK, puesto que fibroblastos que expresan proteína c-Jun mutada en los 
residuos fosforilados por JNK (serinas 63 y 73) presentan defectos en proliferación pero no tan 
severos como los fibroblastos c-jun -/- (Johnson, van Lingen et al. 1993; Schreiber, Kolbus et 
al. 1999). El papel de c-Jun en proliferación puede estar relacionado con el hecho de que sea un 
represor de la expresión de p53, por lo que en células c-jun -/- los niveles de p53 son más 
elevados (Schreiber, Kolbus et al. 1999). c-Jun también modula la actividad transcripcional de 
p53, diminuyendo así su capacidad para activar el inhibidor de CDK p21Cip1, que es uno de los 
responsables por la actividad anti-proliferativa de p53 (Shaulian, Schreiber et al. 2000). Por lo 
tanto, c-Jun estimula la proliferación por inducción de la transcripción de ciclina D1 y por la 
represión de la trascripción de p21Cip1 mediada por p53. 
 





Figura 13 – Representación esquemática del factor de transcripción c-Jun. Se representan los residuos 
fosforilados por JNK, caseína quinasa II, Erk1 y 2, Gsk-3, DNA-PK y Ref1, así como los distintos dominios de la 
proteína: A – local de anclaje para JNK; B, C – dominio de transactivación; D – dominio básico de interacción con el 
ADN; E – dominio de cremallera de leucinas para dimerización. [Adaptada de (Eferl and Wagner 2003)]  
 
Los factores de transcripción AP-1 también están involucrados en la inducción e inhibición de 
apoptosis, siendo su efecto dependiente del tipo de tejido y del estado de desarrollo. En células 
expuestas a daño genotóxico puede observarse una inducción de la actividad de c-Jun antes del 
inicio de la apoptosis (Devary, Gottlieb et al. 1991) y se ha demostrado que bajo determinadas 
condiciones c-Jun induce la expresión de proteínas que activan apoptosis, como el ligando de 
Fas (FasL) (Shaulian and Karin 2001). Los fibroblastos c-jun -/- son resistentes a los efectos 
apoptóticos de agentes alquilantes mediados por Fas (Kolbus, Herr et al. 2000) y por radiación 
UV (Shaulian, Schreiber et al. 2000; Tournier, Hess et al. 2000) y, por otro lado, la inhibición 
de c-Jun en células neuronales protege a éstas de la apoptosis inducida por la retirada del factor 
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de crecimiento nervioso (NGF) (Estus, Zaks et al. 1994; Ham, Babij et al. 1995). La 
fosforilación por JNK en los residuos de serina 63 y 73 es necesaria para la inducción de 
apoptosis por c-Jun (Le-Niculescu, Bonfoco et al. 1999).  
 
Sin embargo, se ha visto que c-Jun también puede inducir la expresión de proteínas que 
protegen de apoptosis, como Bcl3 (Rebollo, Dumoutier et al. 2000) y inhibir la expresión de 
otras que activan apoptosis como Fas (Ivanov, Bhoumik et al. 2001). En células que no 
expresan p53 parece que c-Jun inhibe la muerte celular inducida por radiación UV, 
posiblemente porque p53 es también un regulador de la expresión de Fas (Wisdom, Johnson et 
al. 1999).  
 
Dado que c-Jun, junto con otros miembros de AP-1, puede, por un lado, ser un inductor de 
proliferación y, por otro, de apoptosis, se cree que el resultado final depende del balance entre la 
expresión de proteínas pro y anti apoptóticas inducida por c-Jun y AP-1. Este balance dependerá 
también del tipo celular, de la pre-disposición de las células a apoptosis o a proliferación, y de la 
duración del estímulo que induce AP-1, así como de la activación de otros factores de 















Figura 14 – Efecto de c-Jun 
en la apoptosis. El efecto de 
c-Jun sobre la apoptosis 
depende del balance (Σ) entre 
los genes pro y anti 
apoptoticos inducidos por c-
Jun, lo cual depende del tipo 
celular y de la duración e 
intensidad del estímulo. Por 
otra parte, c-Jun regula la 
apoptosis de forma indirecta 
por inhibición de p53, que 
también contribuye al balance 



















4.6. Modulación de MAPK por infección viral 
Se ha descrito que la infección por distintos virus puede modular la vía de JNK y la activación 
de AP-1 con distintos objetivos: contribuir para la transformación oncogénica o inhibir la 
respuesta apoptótica e inflamatoria de la célula hospedadora y así permitir la progresión del 
ciclo de vida del virus. 
 
El virus Epstein-Barr es un virus de ADN responsable por una serie de enfermedades humanas 
como son el carcinoma nasofaríngeo, el linfoma de Hodgkin y de Burkitt o la mononucleosis 
infecciosa. Su proteína LMP1 es una proteína con seis dominios transmembranares, cuyo 
extremo carboxilo esta implicado en transformación celular y en la activación de vías de 
señalización intracelulares. Una de esas vías es la de JNK, siendo LMP1 responsable de la 
activación del factor de transcripción AP-1 durante la infección (Eliopoulos and Young 1998). 
La activación de AP-1 por LMP1 contribuye al efecto oncogénico de ésta y se produce por 
activación secuencial de la ruta TAK1/TAB1 - MKK4/MKK7 - JNK (Wan, Sun et al. 2004).  
 
El virus de la hepatitis B, que es una de las principales causas de cirrosis y carcinomas 
hepáticos, es un virus de ADN. Su proteína X (HBx) es un transactivador transcripcional de 
genes virales y celulares que también se une a p53 y estimula diversas vías de señalización. 
Entre ellas se ha descrito que induce la activación de AP-1 dependiente de modificaciones 
postraduccionales de c-Jun y c-Fos (Natoli, Avantaggiati et al. 1994). Posteriormente se 
demostró que en células que expresan HBx se produce un aumento de la actividad de JNK. 
Además, HBx protege las células de apoptosis mediada por Fas de una manera dependiente de 
la vía de JNK (Diao, Khine et al. 2001). 
 
El virus de Varicela-Zoster (VZV) es un virus de ADN que causa la varicela. La infección de 
este virus incrementa la activación de componentes de AP-1 como c-Jun, c-Fos y ATF2, así 
como de sus quinasas reguladoras JNK y p38 (Rahaus and Wolff 2003). La proteína ORF61, 
que se expresa tras la infección y aumenta la expresión de otros genes virales, es responsable del 
aumento de actividad de JNK y p38 que se observa tras la infección viral y se ha propuesto que 
este efecto representa un mecanismo viral para impedir la respuesta apoptótica e inflamatoria de 





1 – Caracterizar la modulación de p53 por B1  
 
























1. Actividad quinasa de GST-B1 
La secuencia de ADN complementario de B1R se clonó en el plásmido de expresión bacteriana 
pGEX-4T-1 (Pharmacia Biotech) y se purificó la proteína B1 fusionada con la proteína GST 
(Glutatione-S-Transferase). Para comprobar que la proteína purificada se comportaba de la 
forma esperada se realizó un ensayo de actividad quinasa in vitro con ATP radiactivo como 
donador de fosfato usando proteínas que habían sido descritas con anterioridad como sustratos 
de B1 (Lin, Chen et al. 1992b; Rempel and Traktman 1992b). 
 
Tal y como se había descrito, la proteína de fusión GST-B1 presenta una actividad de auto-
fosforilación, mientras que GST y BSA (albúmina de suero bovino) no son sustratos de GST-
B1. GST-B1 fosforila a caseína, como era de esperar, y a MBP (proteína básica mielina), una 
proteína que no había sido probada antes como sustrato de GST-B1. Curiosamente, GST-B1´no 
fue capaz de fosforilar la histona H3, que había sido descrita como sustrato, lo cual puede 








Figura 15 – Especificidad de sustrato de GST-B1. Se realizó un ensayo de actividad quinasa usando 1 µg de 
GST-B1 como quinasa y 10 µg de distintas proteínas como sustrato: GST, BSA (Sigma), caseína (Sigma), Histona 
H3 (Sigma) y MBP (Sigma). (A) Tinción de las proteínas usadas con Coomassie azul y (B) incorporación de 
radiactividad durante el ensayo quinasa por exposición a película de rayos X. 
 
2. GST-B1 fosforila p53 in vitro
Sabiendo que la infección por Vaccinia altera los niveles de p53 (Wali and Strayer 1999) y que 
VRK1, uno de los homólogos humanos de B1, fosforila y estabiliza p53 (Lopez-Borges and 
Lazo 2000; Vega, Sevilla et al. 2004), nos propusimos demostrar que B1 puede modular p53. 
Empezamos estudiando si p53 o su regulador negativo natural, Mdm2, eran fosforilados por 
GST-B1 en un ensayo de actividad quinasa in vitro. Usamos como sustrato proteínas de fusión 
de GST y los aminoácidos 11 a 63 de p53 murino silvestre o con una mutación puntal en el 
residuo treonina 18 (fosforilado por VRK1). Esta región de p53, que corresponde al dominio de 
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transactivación y que se une a Mdm2, se encuentra conservada en el p53 murino y humano, 
siendo los aminoácidos serina 15 y treonina 18 de humanos correspondientes, respectivamente, 
a los residuos murinos serina 18 y treonina 21. Se usará la denominación de los residuos 
humanos ya que es la utilizada por todos los investigadores. Usamos también como sustrato 
proteínas de fusión de GST y los residuos 1 al 393 (construcción completa), 90 al 290 y 290 al 
393 de la proteína p53 humana.  
 
Se detectó fosforilación en la construcción completa y en el dominio carboxilo terminal 
(residuos 290 al 393). Sin embargo, esta fosforilación es cerca de diez veces menos intensa que 
la detectada en el dominio de transactivación (figura 16.A). Esto puede deberse en parte al 
hecho de que en el ensayo con el dominio de transactivación hay 7.5 veces más moléculas de 
proteína que en el ensayo con la proteína completa, puesto que aquel tiene 52 aminoácidos y la 
construcción completa 393. En el caso de la construcción correspondiente al carboxilo terminal, 
con una molécula de 103 aminoácidos, la fosforilación es claramente menos intensa que en el 
amino terminal. También se observa alguna autofosforilación de GST-B1, tal y como había sido 
descrito previamente.  
 
La fosforilación de GST-p53 por B1 es específica para p53, puesto que digiriendo GST-p53 con 
trombina para separar p53 de GST se observa que la fosforilación ocurre en p53. También 
observamos, usando una proteína de fusión de GST con los residuos 1 al 88 de Mdm, que B1 no 





























































































































Figura 16 – Fosforilación de p53 
por la quinasa B1. (A) Ensayo de 
actividad quinasa in vitro de B1, 
usando como quinasa 1 µg de GST-
B1 y como sustrato 5 µg de 
proteínas de fusión de GST y p53 
murino o humano o Mdm2 
humano. El control sólo tiene GST-
B1. (B) Para separar la GST de p53 
y determinar cuál es la parte de la 
proteína de fusión que GST-B1 
fosforila, se digirió la proteína de 
fusión con trombina después de la 
fosforilación. Como control 
negativo se usó como sustrato GST. 
Se detectó la incorporación de 
radiactividad por exposición a 






Cuando usamos como quinasa una proteína de fusión de GST con B1 que posee una mutación 
en el residuo lisina 149 (sustituido por glutamina), que genera una quinasa inactiva, observamos 
que GST-B1 no puede fosforilar p53 (figura 17). Este resultado demuestra que la actividad 
quinasa de GST-B1 es necesaria para la fosforilación de p53 en nuestro ensayo, y además valida 













Para determinar la afinidad de la quinasa B1 por p53 como sustrato se realizó un análisis de la 
cinética de la reacción de fosforilación usando distintas concentraciones de la proteína de fusión 
de GST con los aminoácidos 1 al 85 de p53 murino en un ensayo de actividad quinasa. 
Cuantificando la cantidad de radiactividad incorporada se calculó la Km de la reacción, 










Figura 17 – La fosforilación de p53 por B1 
requiere la actividad quinasa de B1. Se llevó a 
cabo un ensayo de activad quinasa usando como 
quinasa 1 µg de GST-B1 silvestre o inactiva 
(K149Q) y 5 µg de GST-p53 (FP221 silvestre y 
mutante T18A) como sustrato. En el panel de la 
izquierda se observa la tinción de las proteínas con 
Coomassie azul y en el de la derecha la 
incorporación de radiactividad durante el ensayo 
quinasa por exposición a película de rayos X. 






























































































































































































Para identificar los residuos de p53 que son 
actividad quinasa de B1 usando como sustrato 
con sustituciones, por mutación puntual, en todFigura 18 – Cinética de la afinidad de B1 por p53. 
Se usaron cantidades distintas de la proteína de fusión 
GST-p53 en un ensayo de actividad quinasa con GST-
B1. Se calculó la concentración del sustrato teniendo en 
cuenta el peso molecular de la proteína de fusión. Se 
detectó la incorporación de radiactividad por 
exposición a película de rayos X y se cuantificaron las 
bandas durante la fase de respuesta lineal de la 
incorporación de radiactividad y del sistema de 
detección. 59
fosforilados por GST-B1, se hizo un ensayo de 
varias construcciones del terminal amino de p53 
os los residuos fosforilables: serina 15, treonina 
Resultados 
18, serina 20, serina 34, serina 55 y serina 61. Las construcciones usadas contienen mutaciones 
individuales y combinadas. GST-B1 fue capaz de fosforilar todas las proteínas de fusión, lo cual 
indica que la fosforilación ocurre en más de un residuo de esta región de p53 (figura 19). Sin 
embargo, se observan algunas diferencias cuando se mutan los residuos treonina 18 y serina 61. 
 
 
Figura 19 – Fosforilación de distintas 
construcciones de p53 por B1. Se 
realizó un ensayo de actividad quinasa 
usando como quinasa 1 µg de GST-B1 y 
como sustrato 10 µg de varias 
construcciones de p53 silvestre o con 
distintas mutaciones puntuales. Se 
detectó la incorporación de radiactividad 
por exposición a película de rayos X. 
  
 
A continuación intentamos identificar si GST-B1 fosforilaba residuos de serina o de treonina 
realizando un análisis de fosfoaminoácidos. Estos análisis demostraron que más de un residuo 
es fosforilado por GST-B1 en esta región de p53, puesto que hubo incorporación de 
radiactividad tanto en la región correspondiente a fosfoserina como a fosfotreonina. Sin 
embargo, se observa que cuando se usa como sustrato p53 con una mutación puntual en la 
treonina 18, la relación entre la intensidad de fosfotreonina y fosfoserina cambia, lo cual sugiere 
que la treonina 18 es uno de los residuos diana de B1 en esta región de p53 (figura 20).  
 
 
Figura 20 – Identificación del tipo de   A                                          B 60
residuo fosforilado por B1 en p53. (A) 
Tras realizar un ensayo quinasa similar a 
los descritos anteriormente, se analizó la 
incorporación de radiactividad en 
residuos de serina y treonina por efecto 
de B1 en dos construcciones de p53, 
silvestres o con la mutación del residuo 
treonina 18. (B) Relación entre la 
incorporación de radiactividad en 
residuos de treonina y de serina para 





Dado que los ensayos previamente realizados no nos permitieron identificar los residuos 
fosforilados por GST-B1 en el terminal amino de p53, decidimos llevar a cabo un análisis de 
mapa de fosfopéptidos de p53 silvestre y de mutantes individuales en algunos de los residuos 
potencialmente fosforilables. Para esto se usó la proteína de fusión GST-p53 con los 
aminoácidos 11 a 63 de ésta, silvestre o con sustituciones individuales en los residuos serina 15, 
treonina 18 y serina 20. El mapa de la proteína silvestre lo componen al menos 4 fosfopéptidos, 
de los cuales se perdió uno cuando se sustituyó el residuo serina 15 por isoleucina y dos al 
cambiar la treonina 18 por alanina (figura 21). Este ensayo nos permite identificar dos de los 
residuos fosforilados por B1 en el dominio de transactivación de p53: serina 15 y treonina 18. 
Sin embargo, GST-B1 debe fosforilar un tercero, puesto que hay un cuarto punto en el mapa de 




FP279 T18A FP279 S20A
c
e
FP279 FP279 S15A Figura 21 – Identificación de algunos de los residuos 
fosforilados in vitro por B1 en el terminal amino de 
p53. Tras realizar un ensayo quinasa similar a los 
descritos anteriormente, se analizaron los mapas de 
fosfopéptidos de la mitad correspondiente a p53 de la 
proteína de fusión GST-p53 fosforilada por B1. 
Comparando el mapa de la proteína silvestre y de los 
tres mutantes analizados, se observa que cuando hay 
sustitución de los residuos serina 15 y treonina 18 












3. HA-B1 se localiza en el núcleo y en el citoplasma de células de mamíferos 
La secuencia de aminoácidos de B1 no tiene ninguna secuencia de sublocalización celular 
conocida. Por lo tanto, determinamos su localización dentro de las células transfectando las 
líneas celulares H1299 y MCF7 con el plásmido de expresión eucariota pSG5L-HA 
(Stratagene) en el cual se clonó la secuencia de ADN complementario de B1R de forma que se 
expresara con el epítopo HA (pSG-HA-B1R). La localización de HA-B1 se determinó con una 
anticuerpo monoclonal específico para el epítopo HA. Se obtuvieron resultados similares para 
ambas líneas celulares: la proteína HA-B1 transfectada se localiza de forma difusa en el 
citoplasma y de forma significativa en el núcleo, como se puede observar por su colocalización 








4. HA-B1 fosforila p53 in vivo, modulando su ubiquitinación y acetilación 
Para demostrar que B1 también puede fosforilar p53 dentro de las células, transfectamos células 
H1299 con los plásmidos pSG-HA-B1R y pCB6+p53 y estudiamos la fosforilación de p53 en la 
serina 15 con un anticuerpo específico en extractos celulares totales. Usamos adriamicina como 
control positivo. Se decidió estudiar la fosforilación en este residuo porque era uno de los que 
previamente habíamos identificado como diana de GST-B1 y porque no hay un anticuerpo 
fiable para treonina la 18 fosforilada. En la figura 23 observamos que cuando transfectamos con 
pSG-HA-B1R hay un aumento en la fosforilación de la serina 15, tal y como ocurre en 












H1299                                                MCF7 
DAPIHA-B1 HA-B1
Contraste de Fase Mezcla Contraste de Fase Mezcla
Figura 22 – Sublocalización celular de HA-B1 en células H1299 y MCF7. Las dos líneas celulares se 
transfectaron con pSG-HA-B1R. 24 horas después las células se fijaron y se marcaron con un anticuerpo 
monoclonal específico para el epítopo HA y con un anticuerpo secundario específico para proteínas de ratón 

















Figura 23 – Efecto de HA-B1 sobre la fosforilación 
de p53 in vivo. Se transfectaron células H1299 con 200 
ng de pCB6+p53 y 4.8 µg de pSG-HA-B1R o plásmido 
control pSG-HA. Como control positivo se trataron las 
células con 0,5 µg/ml de adriamicina durante 6 horas. 
24 horas después de la transfección se prepararon 
extractos totales y se han analizado por Western blot 
con anticuerpos específicos para la serina 15 
fosforilada, p53 (DO-1 + Pab1801), HA y β-actina. 
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La fosforilación de p53 modula otras modificaciones postraduccionales de esta proteína, como 
 continuación estudiamos el efecto de B1 sobre la acetilación de p53 en las lisinas 373 y 382, 
son su ubiquitinación y acetilación (Brooks and Gu 2003). Mientras que la ubiquitinación de 
p53 la regula de forma negativa, puesto que favorece su degradación por el proteosoma, la 
acetilación de p53 promueve su estabilidad y actividad transcripcional. Por eso decidimos 
estudiar si la fosforilación de p53 por HA-B1, que posiblemente ocurre en varios residuos del 
terminal amino y también en el terminal carboxilo, afecta alguna de estas modificaciones. 
Transfectamos células H1299 con pCB6+p53 y pSG-HA-B1R en presencia del inhibidor del 
proteosoma MG132 y analizamos los extractos celulares totales con una mezcla de anticuerpos 
específicos para p53 (DO-1 + Pab1801). En presencia de HA-B1 observamos un incremento de 
la ubiquitinación de p53, como se puede observar en la figura 24.A, en la cual es visible el 




Figura 24 –  HA-B1 modula la ubiquitinación 
y acetilación de p53 in vivo. (A)  Se 
transfectaron células H1299 con 1 µg de 
pCB6+p53, 1 µg de BRRS12-Ubiquitina, 2 µg 
de pCoC mdm2-X2 y 4 µg de pSG-HA-B1R o 
plásmido control según indicado. 24 horas 
después de la transfección se añadieron 25 mM 
de MG132 en los puntos indicados durante 6 
horas, tras lo cual se prepararon extractos 
celulares totales que se analizaran por Western 
blot con anticuerpos específicos para p53 (DO-1 
+ Pab1801), HA y β-actina. Se señala la forma 
ubiquitinada de p53. (B) Se transfectaron 
células H1299 con 200 ng de pCB6+p53, 2 µg 
de pCMV-p300-HA y 5.8 µg de pSG-HA-B1R 
o plásmido control según indicado. 48 horas 
después de la transfección se prepararon 
extractos totales y se inmunoprecipitó p53 con 
una mezcla de anticuerpos específicos (DO-1 + 
Pab1801). Se analizó la proteína precipitada por 
Western blot con anticuerpos específicos para 
p53 acetilado en las lisinas 373 y 382 y para 
p53 total (DO-1 + Pab1801). Abajo se 
cuantifica la acetilación de p53, normalizada 
respecto a la cantidad total de p53 
inmunoprecipitado. 
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que son acetilados por el coactivador de p53 p300 (Liu, Scolnick et al. 1999; Wang, Tsay et al. 
2003). Transfectamos células H1299 con pSG-HA-B1, pCB6+p53 y pCMV-p300-HA tal y 
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como se indica en la figura 24.B. Se inmunoprecipitó p53 con una mezcla de anticuerpos 
específicos para p53 (DO-1 + Pab1801) y se detectó su acetilación con un anticuerpo específico 
para p53 acetilado en las lisinas 373 y 383. Observamos que en ausencia de p300 los niveles de 
acetilación de p53 son muy bajos y no hay cambios inducidos por HA-B1. Sin embargo, cuando 
añadimos pCMV-p300-HA hay un gran aumento en la acetilación de p53, que se inhibe cuando 
cotransfectamos con pSG-HA-B1R. Por lo tanto concluimos que HA-B1 inhibe la acetilación de 
p53 en su terminal carboxilo. 
 
 
5. HA-B1 regula de forma negativa los niveles de proteína de p53 
53 (Ashcroft, Taya 
ransfectamos la línea celular MCF7 con cantidades crecientes de pSG-HA-B1R silvestre o 
ara cuantificar el efecto de HA-B1 sobre la estabilidad de p53 se transfectaron células MCF7 
La fosforilación de p53 es un mecanismo de regulación de la estabilidad de p
et al. 2000). La quinasa B1 fosforila p53 y, además, modula su ubiquitinación y acetilación, dos 
modificaciones postraduccionales que también afectan a la estabilidad de p53 (Brooks and Gu 
2003). El efecto de B1 sobre estas dos modificaciones sugiere que B1 podría regular de forma 
negativa los niveles de proteína de p53. Por eso decidimos estudiar si B1 silvestre e inactivo 
(mutante K149Q) tienen algún efecto sobre p53 dentro de la célula, más concretamente en lo 
que respecta a sus niveles intracelulares y a su estabilidad. Para eso usamos dos líneas celulares, 
una que expresa p53 endógeno (MCF7) y otra que no (H1299). 
 
T
mutante, y observamos que los niveles de p53 bajan según aumentan los niveles de HA-B1 
silvestre, tal y como se puede comprobar en la figura 25.A. Sin embargo, si utilizamos el 
mutante inactivo de B1 (K149Q) no hay cambios en los niveles de p53, lo cual demuestra que el 
efecto requiere la actividad quinasa de HA-B1. De forma idéntica, por estudios de 
immunofluorescencia, observamos que las células que expresan HA-B1 presentan niveles más 
bajos de p53 (figura 25.B) 
 
P
con pSG-HA-B1R o la misma cantidad de plásmido control pSG-HA, añadiendo cicloheximida 
24 horas después de la transfección para detener la síntesis de proteínas. Los niveles de p53 
fueron determinados a distintos tiempos. Se observó que la presencia de HA-B1 disminuye la 
estabilidad de p53, reduciendo su vida media de 93 a 56 minutos en nuestras condiciones 
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aFigura 25 – Efecto de HA-B1 en los niveles de p53 en células MCF7. (A) Se transfectaron células MCF7
las cantidades indicadas de pSG-HA-B1R silvestre o inactivo, con la mutación K149Q. 24 horas después de la 
 con 
transfección se prepararon extractos totales y los niveles de las distintas proteínas se detectaron mediante 
Western blot con anticuerpos específicos para p53 (DO-1 + Pab1801), HA y β-actina. A la derecha se puede 
observar la cuantificación de los niveles de p53 normalizados con β-actina. (B) Se transfectaron células MCF7 
con pSG-HA-B1R. 24 horas después las células se fijaron y se marcaron con un anticuerpo monoclonal 
específico para el epítopo HA y con un anticuerpo secundario específico para proteínas de ratón marcado con 
Cy2 y con un anticuerpo policlonal específico para p53 (DO-1), y con un anticuerpo secundario específico para 

























aFigura 26 – Efecto de HA-B1 sobre 
la estabilidad de p53 en células 
MCF7. Se transfectaron células 
MCF7 con 3 µg de pSG-HA-B1R o 
plásmido control pSG-HA. 24 horas 
después de la transfección se 
añadieron 50 µg/ml de cicloheximida, 
tras lo cual se empezó a recoger 
extractos a distintos tiempos. Los 
extractos se analizaron por Western 
blot con anticuerpos específicos para 
p53 (DO-1 + Pab1801) y β-actina. 
Los niveles de p53 han sido 
cuantificados y normalizados respecto 
a los niveles de β-actina y 
representados en un gráfico frente al 
tiempo. Las líneas rectas representan 
la regresión lineal ajustada a los 
puntos individuales y eso permitió 
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Para confirmar estas observaciones en un sistema distinto, usamos una línea celular deficiente 
en p53 para testar el efecto de HA-B1 sobre los niveles de p53 exógeno. Transfectamos la línea 
H1299 con una cantidad fija de pCB6+p53 y con cantidades crecientes de pSG-HA-B1R 
silvestre o inactivo (K149Q). Como se observa en la figura 27, a medida que aumenta la 
cantidad transfectada de HA-B1R silvestre hay una disminución de los niveles de p53. La 
quinasa inactiva no tiene ningún efecto sobre los niveles de p53. Estos resultados son similares 
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Figura 27 – Efecto de HA-B1 en los niveles de p53 exógeno en células H1299. Se transfectaron células H1299 
con 100 ng de pCB6+p53 y las cantidades indicadas de pSG-HA-B1R silvestre o inactivo, con la mutación 
K149Q. 24 horas después de la transfección se prepararon extractos totales y los niveles de las distintas proteínas 
se detectaron mediante Western blot con anticuerpos específicos para p53 (DO-1 + Pab1801), HA y β-actina. A 
la derecha se puede observar la cuantificación de los niveles de p53 normalizados con β-actina. Se representa la 
media de tres experimentos independientes con su desviación estándar (* P < 0,05). 
 
6. La sustitución de los residuos de p53 fosforilados por GST-B1/HA-B1 afecta a la 
regulación negativa de p53 por HA-B1 
El regulador negativo de p53 más estudiado es Mdm2, aunque recientemente se han identificado 
otras ubiquitina ligasas (Leng, Lin et al. 2003; Dornan, Wertz et al. 2004). Mdm2 interacciona 
con p53 y promueve su degradación por la vía del proteosoma (Kubbutat, Jones et al. 1997). 
Dado que la interacción entre Mdm2 y p53 se regula por fosforilación, y que el efecto de HA-
B1 sobre los niveles de p53 depende de su actividad quinasa, estudiamos el efecto de HA-B1 
sobre proteína p53 con mutaciones en los residuos que GST-B1 y HA-B1 fosforilan in vitro o in 
vivo: la serina 15 y la treonina 18, ambas sustituidas por alanina, individualmente y en 
combinación. Estos dos residuos están en la región de p53 que interacciona con Mdm2 (Kussie, 
Gorina et al. 1996; Jabbur, Tabor et al. 2002; Schon, Friedler et al. 2002). El diseño del 
experimento fue similar al usado con p53 silvestre en células H1299. 
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La sustitución individual de la serina 15 y de la treonina 18 por alanina resulta en la pérdida de 
la regulación negativa de los niveles de p53 por HA-B1 (figura 28) puesto que no se detectan 
cambios en los niveles de p53 mutado para cantidades crecientes de HA-B1. Curiosamente, el 
doble mutante S15A/T18A parece ser estabilizado por HA-B1. Estos datos indican que la región 
de p53 que interacciona con Mdm2 está implicada en el efecto de HA-B1 sobre los niveles de 















0     0.2   0.5    1      2  µg pSG-HA-B1R   Figura 28 – Efecto de HA-B1 en los 
niveles de p53 con distintas 
sustituciones de aminoácidos. Se 
transfectaron células H1299 con 100 ng 
de pCB6+p53 con las sustituciones de 
aminoácidos correspondientes y las 
cantidades indicadas de pSG-HA-B1R. 
24 horas después de la transfección se 
prepararon extractos totales y los niveles 
de las distintas proteínas se han 
detectado mediante Western blot con 
anticuerpos específicos para p53 (DO-1 



















7. El efecto de HA-B1 sobre los niveles de p53 requiere Mdm2 
Dada la importancia de Mdm2 en la regulación de los niveles de p53 decidimos estudiar el 
efecto de HA-B1 sobre los niveles de p53 en un contexto celular sin Mdm2. Para ello se usaron 
fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) obtenidos de animales a los que se habían eliminado 
los genes tp53 y Mdm2 (Montes de Oca Luna, Wagner et al. 1995) y se llevó a cabo un 
experimento similar al realizado en células H1299. En esta línea celular sin Mdm2, HA-B1 no 
fue capaz de inducir la degradación de p53 silvestre que se había observado en células H1299 y 
MCF7. De hecho, se observa que para cantidades crecientes de pSG-HA-B1R hay un aumento 
de los niveles de p53. El efecto fue similar para el mutante T18A (figura 29.A). Esto indica que 
el efecto probablemente requiere la presencia de Mdm2, así que a continuación realizamos un 
experimento similar introduciendo en la transfección un plásmido de expresión de Mdm2 
Resultados 
(pCoC mdm2-X2) (figura 29.B). Al introducir Mdm2 se recupera de forma parcial la regulación 
negativa de p53 silvestre por HA-B1 y, por otro lado, los niveles de p53 mutado en la treonina 
18 no cambian para cantidades crecientes de pSG-HA-B1R. La cuantificación de los niveles de 
p53 normalizados con β-actina está representada en la figura 29.C. Estos resultados demuestran 










































































































Figura 29 – Efecto de HA-B1 en los niveles de p53 exógeno en MEFs p53/Mdm2 –/-. (A) Se transfectaron 
células MEFs p53/Mdm2 -/- con 100 ng de pCB6+p53 silvestre o con la sustitución de treonina 18 a alanina, y 
las cantidades indicadas de pSG-HA-B1R. 24 horas después de la transfección se prepararon extractos totales y 
los niveles de las distintas proteínas se detectaron mediante Western blot con anticuerpos específicos para p53 
(DO-1 + Pab1801), HA y β-actina. (B) Se realizó un experimento similar al (A) pero transfectando también con 
0,5 µg de pCoC mdm2-X2. (C) Cuantificación de los niveles de p53 normalizados con β-actina. Arriba vemos el 
efecto de B1 sobre los niveles de p53 silvestre en ausencia (negro) o presencia (gris) de Mdm2 y abajo el efecto 
de B1 sobre p53 con sustitución T18A.  68
 
 
8. HA-B1 inhibe la actividad transcripcional de p53 sobre algunos promotores 
p53 es un factor de transcripción (Vogelstein, Lane et al. 2000) y, teniendo en cuenta el efecto 
de HA-B1 sobre sus niveles, cabría esperar que también disminuyera su actividad 
transcripcional de forma similar a lo que ocurre con sus niveles de proteína. Para testar el efecto 
de HA-B1 en la actividad transcripcional de p53 usamos en un primer momento un plásmido 
reportero con elementos sintéticos de respuesta a p53 como promotor del gen de la luciferasa. 
La transfección de la línea celular H1299 con cantidades crecientes de pSG-HA-B1 resultó en 
una disminución de la actividad transcripcional de p53 medida de esta forma, como se puede 
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comprobar en la figura 30. Esto indica que el efecto de HA-B1 sobre p53 podrá tener 
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sa Figura 30 – Efecto de HA-B1 sobre la 
trascripción dependiente de p53. Se 
transfectaron células H1299 con 200 ng 
de pCB6+p53 y las cantidades indicadas 
de pSG-HA-B1R con 0,5 µg del 
reportero p53-luc y 0,3 µg del control de 
transfección phRL-tk. La actividad 
luciferasa se midió 12 horas después de 
la transfección y se normalizó con el 
control de la Renilla-luciferasa. Se 
representa la media de tres experimentos 
independientes por triplicado, con su 
desviación estándar (* P < 0,05). 
 
Para determinar si el efecto de B1 sobre la actividad transcripcional de p53 era específico para 
algún promotor se estudiaron diversos promotores que responden a p53, como son p21, Bax, 
Mdm2 y 14-3-3, de forma similar a la utilizada para el plásmido reportero p53-luc. En la figura 
31 observamos que mientras que los promotores de p21 y Mdm2 no son inhibidos por HA-B1, 
hay una disminución de la actividad del promotor de 14-3-3 y de forma más pronunciada del de 
Bax cuando está presente HA-B1. 
 
 
Figura 31 – Efecto de HA-B1 sobre la actividad 
de distintos promotores dependientes de p53. Se 
transfectaron células H1299 con 200 ng de 
pCB6+p53, 0,5 µg del reportero indicado, 0,3 µg del 
control de transfección phRL-tk y 2 µg de pSG-HA-
B1R o plásmido control pSG-HA. La actividad 
luciferasa se midió 12 horas después de la 
transfección y se normalizó con el control de la 
Renilla-luciferasa Se representa la media de tres 
experimentos independientes por triplicado, con su 

















































Como el promotor de Bax parece ser el más sensible a HA-B1, y Bax es una proteína pro 
apoptótica (Narita, Shimizu et al. 1998) cuya regulación negativa durante la infección viral 
ayudaría a frenar la respuesta apoptótica de la célula, decidimos confirmar esta observación 
comprobando si HA-B1 afecta a los niveles de proteína de Bax endógena. Para esto usamos la 
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línea celular A549 que transfectamos con cantidades crecientes de pSG-HA-B1R, y 
determinamos los niveles de las proteínas p53 y Bax endógenas. Como se observa en la figura 
32, transfectando con cantidades crecientes de pSG-HA-B1R hay una disminución de los 
niveles de proteína de p53 endógena, tal y como se había observado con anterioridad en células 




































Figura 32 – Efecto de HA-B1 sobre los niveles de proteína de Bax. Se transfectaron células A549 con las 
cantidades indicadas de pSG-HA-B1R  24 horas después de la transfección se prepararon extractos totales y 
los niveles de las distintas proteínas se detectaron mediante Western blot con anticuerpos específicos para 







9. HA-B1 fosforila el terminal amino de c-Jun in vitro 
Además de p53, otro de los sustratos del homólogo humano de B1 (VRK1) que ha sido 
caracterizado es c-Jun (Sevilla, Santos et al. 2004a), cuya estabilidad y actividad transcripcional 
se incrementa por fosforilación de VKR1 en las serinas 63 y 73, los mismos que fosforila JNK. 
Por otra parte, se ha descrito que distintos virus tienen la capacidad de activar el factor de 
transcripción AP-1 y la vía de JNK, bien sea para contribuir a su efecto oncogénico (Eliopoulos 
and Young 1998) o para impedir la activación de apoptosis y de la respuesta inflamatoria (Diao, 
Khine et al. 2001; Rahaus, Desloges et al. 2004). Por eso nos propusimos demostrar que B1 
puede modular la actividad de c-Jun. 
 
Empezamos estudiando si B1 puede fosforilar c-Jun llevando a cabo un ensayo de actividad 
quinasa in vitro. Usamos como sustrato proteínas de fusión de GST y los aminoácidos 1 a 257 
de c-Jun silvestre (c-Jun silvestre) o con las serinas 63 y 73 mutadas a alanina (c-Jun S63/73A). 
Como quinasa, dado que GST-B1 tiene el mismo peso molecular que GST-c-Jun, usamos HA-
B1 inmunoprecipitada tras transfectar la línea celular Cos1 con pSG-HA-B1R.  
 
Se observa que cuando incubamos GST-c-Jun silvestre con bolas de sefarosa incubadas con 
extractos no transfectados (NTC) no hay fosforilación. Sin embargo, se detectó fosforilación en 
Resultados 
 71
la proteína silvestre y mutante cuando usamos bolas de sefarosa incubadas con extractos 
transfectados con HA-B1 silvestre, pero no en el caso de usar HA-B1 sin actividad quinasa. 
Esto indica que HA-B1 fosforila GST-c-Jun, dependiendo de su actividad quinasa, pero no en 
las serinas 63 y 73, o al menos no de forma exclusiva. Se puede también observar la actividad 
de autofosforilación de la quinasa HA-B1 silvestre (figura 33). Esto contrasta con observaciones 
previas según las cuales B1 no se autofosforila (Banham and Smith 1992; Lin, Chen et al. 











































































































































































































Figura 33 – Fosforilación de c-Jun por la quinasa HA-B1. Se transfectaron células Cos1 con 5 µg de pSG-
HA-B1R silvestre o inactivo, con la mutación K149Q y se inmunoprecipitó HA-B1 con un anticuerpo específico 
para el epítopo HA. La proteína inmunoprecipitada se usó para llevar a cabo un ensayo de activad quinasa 
usando como sustrato la proteína de fusión GST-c-Jun silvestre o con mutaciones en las serinas 63 y 73. En el 
panel de la izquierda se observa la tinción de las proteínas con Coomassie azul y en el de la derecha la 
incorporación de radiactividad durante el ensayo quinasa por exposición a película de rayos X. 
 
Para confirmar que HA-B1 no fosforila los residuos serina 63 y 73, que son fosforilados por 
VRK1 y JNK, llevamos a cabo un análisis de mapa de fosfopéptidos de c-Jun silvestre y mutado 
en las serinas 63 y 73 fosforilado por B1 expresado en bacterias pero sin la fracción GST. El 
mapa de la proteína silvestre lo componen al menos 6 fosfopéptidos, lo cual indica que B1 
puede fosforilar c-Jun en varios residuos. No se pierde ningún fosfopéptido cuando se mutan las 
serinas 63 y 73 a alanina (figura 34). Por lo tanto no fue posible identificar ninguno de los 
residuos fosforilados por B1 en c-Jun, pero descartamos completamente la posibilidad de que 


















Figura 34 – Análisis de mapa de fosfopéptidos de c-Jun fosforilado por B1. Tras realizar un ensayo quinasa 
similar a los descritos anteriormente, usando como sustratos GST-c-Jun silvestre o mutado en las serinas 63 y 73 y 
como quinasa B1 previamente separada de GST por digestión con trombina, se analizaron los mapas de 
fosfopéptidos de la proteína de fusión GST-c-Jun. Comparando el mapa de la proteína silvestre y de la proteína 
mutada observamos que no hay cambio en el patrón de fosfopéptidos. 
 
10. HA-B1 regula de forma positiva los niveles de proteína de c-Jun 
La fosforilación del terminal amino de c-Jun induce su dimerización y aumenta su estabilidad, 
por la regulación de negativa de la ubiquitinación de residuos de lisina y de la degradación por 
el complejo del proteasoma (Fuchs, Dolan et al. 1996; Fuchs, Xie et al. 1997). Esto lleva a un 
aumento de sus niveles de proteína dentro de la célula. Por eso decidimos estudiar si B1 tiene 
algún efecto sobre los niveles de proteína de c-Jun. Para eso transfectamos la línea celular Cos1 
con una cantidad fija de pMT108-c-Jun-HA y con cantidades crecientes de pSG-HA-B1R 
silvestre o inactivo (K149Q). Como se observa en la figura 35, a medida que aumenta la 
cantidad transfectada de HA-B1 silvestre hay un aumento de los niveles de proteína de c-Jun, 
aunque la quinasa inactiva no tiene ningún efecto sobre estos. Esto sugiere que la acumulación 



























































 Figura 35 – Efecto de HA-B1 en los niveles de c-Jun exógeno en células Cos1. Se transfectaron células 
Cos1 con 100 ng de pMT108-c-Jun-HA y las cantidades indicadas de pSG-HA-B1R silvestre o inactivo, con 
la mutación K149Q. 48 horas después de la transfección se prepararon extractos totales y los niveles de las 
distintas proteínas se detectaron mediante Western blot con anticuerpos específicos para HA y β-actina. A la 







11. HA-B1 aumenta la actividad transcripcional de c-Jun y AP-1  
A continuación quisimos saber si el hecho de que B1 induzca un aumento en los niveles de 
proteína de c-Jun tiene como consecuencia un aumento de la actividad transcripcional 
dependiente de c-Jun. Para esto usamos un sistema reportero que consiste en un plásmido 
GAL4-c-Jun que expresa el dominio amino terminal de c-Jun unido al dominio GAL de unión al 
ADN y un plásmido p5xGAL4-Luc que expresa la proteína luciferasa con el promotor GAL4. 
El funcionamiento del sistema reportero se basa en que cuando ocurre la dimerización de c-Jun, 
como consecuencia de su fosforilación, se forman también dímeros de GAL4, que tienen la 
capacidad de unirse al promotor GAL4 e inducir la expresión de la luciferasa.  
 
Transfectamos la línea celular Cos1 con el sistema reportero para la actividad transcripcional de 
c-Jun, usando el plásmido GAL4-c-Jun silvestre o con las serinas 63 y 73 de c-Jun mutadas a 
alanina y cantidades crecientes de pSG-HA-B1R silvestre o inactivo (K149Q). Como se observa 
en la figura 36, a medida que aumenta la cantidad transfectada de HA-B1 silvestre hay un 
aumento de la actividad transcripcional dependiente de c-Jun. Sin embargo, la quinasa inactiva 
no tiene ningún efecto. Curiosamente, B1 activa de forma semejante c-Jun silvestre y mutante, 
lo cual está de acuerdo con la observación previa de que B1 no fosforila las serinas 63 y 73. 
Esto significa que B1 puede inducir la dimerización, estabilización y actividad transcripcional 
de c-Jun por fosforilación de otros residuos distintos a los que fosforilan JNK y VKR1. 
  















































Figura 36 – Efecto de HA-B1 sobre la trascripción dependiente de c-Jun. Se transfectaron células Cos1 con 
300 ng de GAL4-c-Jun, 300 ng de p5xGAL4-Luc, 10 ng de pRL-TK y las cantidades indicadas de pSG-HA-B1R 
silvestre o inactivo, con la mutación K149Q. La actividad luciferasa se midió 48 horas después de la transfección y 
se normalizó con el control de la Renilla-luciferasa. Se representa la media de tres experimentos independientes por 
triplicado, con su desviación estándar. 
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Puesto que c-Jun es uno de los componentes más importantes de AP-1 a continuación 
estudiamos si B1 puede activar también un reportero compuesto por un elemento sintético de 
respuesta a AP-1 con el objetivo de confirmar la activación de c-Jun por B1 en distintos 
sistemas. Transfectamos la línea celular Cos1 con el plásmido reportero para AP-1 en presencia 
o ausencia de c-Jun exógeno por si la cantidad endógena de c-Jun pudiera ser un factor 
limitante. Usamos cantidades crecientes de pSG-HA-B1R silvestre tal y como se hizo 
anteriormente con el sistema reportero de c-Jun. Observamos que para cantidades crecientes de 
HA-B1 hay un aumento de la actividad transcripcional de AP-1 (figura 37). La actividad 
transcripcional del reportero es semejante en presencia o ausencia de c-Jun transfectado, aunque 

















































Figura 37 – Efecto de HA-B1 sobre la 
trascripción dependiente de AP-1. Se 
transfectaron células Cos1 con 1 µg de pAP1-Luc, 
20 ng de pRL-TK, 0,5 µg pMT108-c-Jun-HA en 
su caso y las cantidades indicadas de pSG-HA-
B1R silvestre. La actividad luciferasa se midió 48 
horas después de la transfección y se normalizó 
con el control de la Renilla-luciferasa. Se 
representa la media de tres experimentos 
independientes por triplicado, con su desviación 
estándar. (* P < 0,005 entre el punto indicado y el 




12. GST-B1 fosforila la proteína de anclaje JIP1 
JNK es una de las quinasas que activan c-Jun (Smeal, Binetruy et al. 1992). Recientemente se 
ha descrito una familia de proteínas de anclaje para la vía de JNK: JIP. Estas interaccionan con 
JNK y otras MAPK que activan JNK, facilitando la activación de aquélla en respuesta a varios 
tipos de estrés y señales (Whitmarsh, Cavanagh et al. 1998). Se sabe que JIP1 se regula por 
fosforilación por JNK (Nihalani, Wong et al. 2003), aunque se ha observado la fosforilación de 
JIP1 en residuos que no son fosforilados por JNK. Esto significa que JIP1 puede ser regulado 




Por esto decidimos estudiar si B1 puede fosforilar JIP1 realizando un ensayo de actividad 
quinasa in vitro. Usamos como sustrato proteínas de fusión de GST y distintos fragmentos de 
JIP1 correspondientes a los aminoácidos 1 al 127, 127 al 282 y 283 al 660, y también GST 
como control negativo. Como quinasa usamos la proteína de fusión GST-B1. Observamos que 
GST-B1 fosforila las tres construcciones de JIP1 usadas en el ensayo (figura 38), lo cual indica 
que la fosforilación de JIP1 por GST-B1 es bastante compleja y puede ocurrir en más de un 








































































































Figura 38 – Fosforilación de JIP1 por la quinasa B1. Ensayo de actividad quinasa in vitro de B1, usando 
como quinasa 1 µg de GST-B1 y como sustrato 3 µg de proteínas de fusión de GST y varios fragmentos de 
JIP1 o GST solo. El control sólo tiene GST-B1. En el panel de la izquierda se observa la tinción de las 
proteínas con Coomassie azul y en el de la derecha la incorporación de radiactividad durante el ensayo 
quinasa por exposición a película de rayos X. 
 
 
13. HA-B1 interacciona con la proteína de anclaje JIP1 
Dado que la fosforilación de JIP1 por GST-B1 es bastante débil, aún observándose en distintas 
partes de la molécula, es difícil saber si esa fosforilación es biológicamente significativa. Por lo 
tanto, decidimos estudiar si B1 interacciona con JIP1 en células de mamíferos. Para ello usamos 
la línea celular Cos1, que transfectamos con pSG-HA-B1R, y distintas construcciones de JIP1: 
una construcción completa, una construcción a la cual le falta el dominio de unión a JNK 
(∆JBD), correspondiente a los aminoácidos 127 a 282 y construcciones con los aminoácidos 1 al 
282, 282 al 660 y 471 al 660. En todas las construcciones usadas, JIP1 se expresa fusionado con 
GST, por lo que realizamos un ensayo de precipitación de proteínas de fusión con GST (pull-
down), usando bolas de Sefarosa-glutatión. A continuación analizamos la proteína precipitada 
para ver si HA-B1 había precipitado junto con GST-JIP1. Observamos que HA-B1 silvestre o 
inactivo se une a JIP1, pero no a las construcciones correspondientes a los aminoácidos 1 al 282 
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y 471 al 660 (figura 39). Por lo tanto el dominio de JIP1 al que se une HA-B1 corresponde al los 
































































































Figura 39 – Interacción de HA-B1 con JIP1. Se transfectaron células Cos1 con 4 µg de pSG-HA-B1R y 2 µg de  
distintas construcciones de GST-JIP1: completa, sin el dominio de unión a JNK (aminoácidos 127 a 282, ∆JBD) o con 
los aminoácidos indicados. 48 horas después de la transfección se prepararon extractos totales y se usó 1 mg de 
proteína para precipitar las proteínas de fusión con GST con resina de Sefarosa-glutatión. Se analizó la proteína 
precipitada por Western blot con anticuerpos específicos para HA y GST. La expresión de HA-B1 se detectó también 
en extractos totales. 
 
14. HA-B1 incrementa la interacción de JIP1 con TAK1 y MKK7 y la fracción 
fosforilada de JNK unida a JIP1 
Tanto la fosforilación como la interacción de HA-B1 con JIP1 sugierem la posibilidad de que 
B1 pueda regular JIP1 tal y como lo ocurre con la fosforilación por otras quinasas, que cambian 
la afinidad de JIP1 por las MAPK a las cuales se une (Nihalani, Wong et al. 2003). Por lo tanto, 
decidimos estudiar si HA-B1 cambia la afinidad de JIP1 por JNK, MKK7 (una de las MEK que 
activa JNK) y TAK1, una MAP3K que activa la vía de JNK, bien sea directamente (Sanna, da 
Silva Correia et al. 2002) o por fosforilación de MKK4 o MKK7 (Moriguchi, Kuroyanagi et al. 
1996; Shirakabe, Yamaguchi et al. 1997; Ninomiya-Tsuji, Kishimoto et al. 1999; Wang, Deng 
et al. 2001). Se eligió TAK1 para este estudio porque el virus Epstein-Barr, a través de la 
proteína LMP1 activa la ruta TAK1/TAB1 - MKK4/MKK7 - JNK (Wan, Sun et al. 2004) y 
también porque, aunque no haya datos en la bibliografía sobre la interacción de TAK1 con JIP1, 





Se estudió el efecto de HA-B1 sobre la interacción entre JIP1 y TAK1. Se transfectaron células 
Cos1 con una cantidad fija de GST-JIP1 y de pCMV-HA-TAK1 junto con un plásmido de 
expresión de su activador TAB1 (pCMVT-Flag-TAB1) y con cantidades crecientes de pSG-
HA-B1R silvestre, así como con la cantidad máxima de pSG-HA-B1R inactivo (K149Q). Se 
comprobó en extractos totales que la cantidad de HA-TAK1 era igual en todos los puntos y 
realizamos un ensayo de precipitación de proteínas de fusión con GST usando bolas de 
Sefarosa-glutatión. A continuación analizamos las cantidades de HA-TAK1 y HA-B1 que se 
habían precipitado junto con GST-JIP1. Observamos que para cantidades crecientes de HA-B1 
hay un aumento en la cantidad de HA-TAK1 unida a JIP1. Cuando usamos la cantidad máxima 




Figura 40 – Efecto de HA-B1 
sobre la interacción de TAK1 con 
JIP1. Se transfectaron células Cos1 
con 2 µg de GST-JIP1, 1 µg 
pCMV-HA-TAK1 + 1 µg pCMVT-
Flag-TAB1 de y las cantidades 
indicadas de pSG-HA-B1R 
silvestre o inactivo, con la 
mutación K149Q (KQ). 48 horas 
después de la transfección se 
prepararon extractos totales y se 
usó 1 mg de proteína para 
precipitar las proteínas de fusión 
con GST con resina de Sefarosa-
glutatión. Se analizó la proteína 
precipitada por Western blot con 
anticuerpos específicos para HA, 
GST y β-actina. Los niveles de 
HA-TAK1 y β-actina se detectaron 
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A continuación estudiamos si HA-B1 puede afectar a la interacción entre JIP1 y MKK7. Se 
transfectaron células Cos1 con una cantidad fija de GST-JIP1 y de Flag-MKK7β1 y con 
cantidades crecientes de pSG-HA-B1R silvestre o bien con la cantidad máxima de pSG-HA-
B1R inactivo (K149Q). Tras comprobar en extractos totales que la cantidad de Flag-MKK7 era 
igual en todos los puntos, realizamos un ensayo de precipitación de proteínas de fusión con 
GST, usando bolas de Sefarosa-glutatión. A continuación analizamos las cantidades de Flag-
MKK7 y HA-B1 que se habían precipitado junto con GST-JIP1. Observamos que para 
cantidades crecientes de HA-B1 hay un aumento en la cantidad de Flag-MKK7 unida a JIP1. 
Cuando usamos la cantidad máxima de pSG-HA-B1R inactivo hay también un aumento en la 
interacción entre JIP1 y Flag-MKK7, pero menor que cuando usamos pSG-HA-B1R silvestre, 
lo cual indica que en el caso de MKK7 el efecto parece ser parcialmente independiente de la 
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Figura 41 – Efecto de HA-B1 sobre la 
interacción de MKK7 con JIP1. Se 
transfectaron células Cos1 con 2 µg de 
GST-JIP1, 1 µg de Flag-MKK7β1 y las 
cantidades indicadas de pSG-HA-B1R 
silvestre o inactivo, con la mutación 
K149Q (KQ). 48 horas después de la 
transfección se prepararon extractos 
totales y se usó 1 mg de proteína para 
precipitar las proteínas de fusión con 
GST con resina de Sefarosa-glutatión. 
Se analizó la proteína precipitada por 
Western blot con anticuerpos específicos 
para Flag, GST, HA y β-actina. Los 
niveles de Flag-MKK7 y β-actina se 














Por fin estudiamos si HA-B1 afecta la interacción entre JIP1 y JNK. Se transfectaron células 
Cos1 con una cantidad fija de GST-JIP1 y de Flag-JNK y con cantidades crecientes de pSG-
HA-B1R silvestre, o bien con la cantidad máxima de pSG-HA-B1R inactivo (K149Q). Tras 
comprobar en extractos totales que la cantidad de Flag-JNK era igual en todos los puntos, 
realizamos un ensayo de precipitación de proteínas de fusión con GST usando bolas de 
Sefarosa-glutatión. A continuación analizamos las cantidades de Flag-JNK y HA-B1 que se 
habían precipitado junto con GST-JIP1. Observamos que para cantidades crecientes de HA-B1 
no hay cambios en la cantidad de Flag-JNK unida a JIP1. Sin embargo, decidimos ver el estado 
de fosforilación de la JNK unida a JIP1 usando un anticuerpo específico para JNK fosforilada 
en los residuos treonina 183 y tirosina 185, los residuos fosforilados por MKK7. Observamos 
que en ausencia de HA-B1 no hay fosforilación de JNK, mientras que, para cantidades 
crecientes de HA-B1, aumenta el estado de fosforilación de JNK unidad a JIP1. Cuando usamos 
la cantidad máxima de pSG-HA-B1R inactivo también se detecta fosforilación de JNK, aunque 
menos intensa que para HA-B1 silvestre (figura 42). 
 
 
15. HA-B1 coopera con TAK1 y MKK7 en la activación de la trascripción 
dependiente de c-Jun y AP-1 
Dado que HA-B1 estabiliza el complejo formado por MKK7 y JIP1, aumentando también la 
fracción activa de TAK1 y JNK unidas a JIP1, es probable que la presencia de HA-B1 en este 
complejo pueda modificar la activación de la transcripción dependiente de c-Jun y AP-1 por 




 Figura 42 – Efecto de HA-B1 sobre la 
interacción de MKK7 con JIP1. Se 
transfectaron células Cos1 con 2 µg de 
GST-JIP1, 1 µg de Flag-JNK y las 
cantidades indicadas de pSG-HA-B1R 
silvestre o inactivo, con la mutación 
K149Q (KQ). 48 horas después de la 
transfección se prepararon extractos 
totales y se usó 1 mg de proteína para 
precipitar las proteínas de fusión con 
GST con resina de Sefarosa-glutatión. 
Se analizó la proteína precipitada por 
Western blot con anticuerpos específicos 
para JNK fosforilada en treonina 183 y 
tirosina 185, Flag, GST, HA y β-actina. 
Los niveles de Flag-JNK y β-actina se 
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Para ello usamos el plásmido reportero con un elemento sintético de respuesta a AP-1 en la 
línea celular Cos1. Estimulamos la actividad de este reportero con una versión 
constitutivamente activada de MEKK1 o con la combinación TAK1 + TAB1. Además 
transfectamos también estas quinasas en combinación con pSG-HA-B1R silvestre o inactivo. 
Observamos que HA-B1 silvestre tiene un efecto de activación adicional de AP-1 respecto a las 
MAPK en solitario. Este efecto depende de la actividad quinasa de HA-B1 puesto que no se 
observa cuando usamos pSG-HA-B1R inactivo (figura 43). Esto es consistente con el efecto de 
la HA-B1 inactivo sobre la interacción entre JIP1 y MKK7, siendo que MKK7 es una de las 
quinasas que podrían ser activadas por MEKK1 y TAK1 para aumentar la actividad 
transcripcional de AP-1. 
 
Dado que B1 y JNK fosforilan c-Jun en distintos residuos, es posible que ambas quinasas, en 
dosis subóptimas, puedan cooperar en la activación de la transcripción dependiente de c-Jun por 
fosforilación directa. Además, B1 parece activar la vía de JNK a través de su interacción y 
posible fosforilación de JIP1. Por eso decidimos usar de nuevo el sistema reportero GAL4-c-Jun 
+ p5xGAL4-Luc, que responde a fosforilación directa en c-Jun y nos permite distinguir entre el 
efecto de la fosforilación directa por B1 (en residuos distintos a las serinas 63 y 73) y el efecto 
de B1 sobre JIP1 y consecuente estimulación de JNK, gracias a la utilización de GAL4-c-Jun 





























































Figura 43 – Cooperación de HA-B1 con TAK1 y MKK7 en la activación de la trascripción dependiente de 
AP-1. Se transfectaron células Cos1 con 1 µg de pAP1-Luc, 20 ng de pRL-TK y 100 ng de pFC-MEKK, 250 ng de 
pCMV-HA-TAK1 + 250 ng pCMVT-Flag-TAB1 y 1,5 µg de pSG-HA-B1R silvestre o inactivo, con la mutación 
K149Q, según indicado. La actividad luciferasa se midió 48 horas después de la transfección y se normalizó con el 
control de la Renilla-luciferasa. Se representa la media de tres experimentos independientes por triplicado, con su 
desviación estándar. (* P < 0,005 entre los puntos indicados.) 
 
 
Transfectamos la línea celular Cos1 con el sistema reportero para la actividad transcripcional de 
c-Jun, bien usando c-Jun silvestre o con las serinas 63 y 73 mutadas a alanina y distintas 
combinaciones de las quinasas TAK1 (junto con TAB1), MKK7 y HA-B1. Se observa en la 
figura 44 que TAK1 y MKK7 activan la actividad transcripcional en presencia de c-Jun 
silvestre, pero no cuando c-Jun tiene mutadas las serinas 63 y 73. HA-B1 activa de forma 
similar c-Jun silvestre y mutante, tal y como habíamos visto anteriormente. HA-B1 tiene un 
efecto adicional a la activación de c-Jun silvestre por TAK1 y MKK7 similar as observado con 
el reportero de AP-1. Sin embargo, no se observa esa cooperación cuando usamos c-Jun 
mutante, siendo los niveles de activación similares a los observados sólo en presencia de HA-
B1, consecuencia de que la vía de TAK1/MKK7/JNK no tiene la capacidad de activar c-Jun 
cuando las serinas 63 y 73 son mutadas a alanina (figura 44). 
 
 
16. La expresión estable de B1 no induce cambios en el perfil de ciclo celular de 
células HeLa 
Teniendo en cuenta el efecto de B1 sobre la vía de p53 y JNK/c-Jun, y el hecho de que otros 
virus modulen estas vías de señalización celulares con el objetivo de inhibir la respuesta 
apoptótica de las células a la infección, quisimos estudiar si B1 inhibe la muerte celular. Para 
Resultados 
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ello usamos la línea celular HeLa transfectada de forma estable con HA-B1 y con un sistema 
Tet-off que permite regular la expresión de nuestra proteína: en presencia de tetraciclina o 
doxiciclina éstas se unen a la proteína tTA expresada por las células, impidiendo la activación 
de la expresión de HA-B1, mientras que en ausencia de la droga la proteína tTA se une a la 
región TRE del promotor que activa la expresión de nuestra proteína. De esta forma se consigue 
que la totalidad de las células analizadas expresen HA-B1 pero en niveles no demasiado altos, lo 
cual en cierta forma mimetiza lo que ocurre durante la infección viral. 
 
Empezamos analizando el efecto de la expresión de HA-B1 sobre el ciclo celular de dos clones 
distintos (clones 4 y 10). En la figura 45 podemos observar que en ausencia de doxiciclina se 
activa la expresión de HA-B1 en los clones transfectados de forma estable, pero no en el control 
no transfectado (NTC). La expresión de HA-B1 no induce cambios significativos en el ciclo 
celular de ninguno de los clones analizados, aunque en presencia de HA-B1 la fracción de 
células en apoptosis es aproximadamente la mitad respecto a la de las células que no expresan 























Figura 44 – Cooperación de HA-B1 con TAK1 y MKK7 en la activación de la trascripción dependiente de 
c-Jun. Se transfectaron células Cos1 con 300 ng de GAL4-c-Jun, 300 ng de p5xGAL4-Luc, 10 ng de pRL-TK y  
375 ng de pCMV-HA-TAK1 + 375 ng pCMVT-Flag-TAB1, 375 ng de Flag-MKK7β1 y 1,5 µg de pSG-HA-
B1R según indicado. La actividad luciferasa se midió 48 horas después de la transfección y se normalizó con el 
control de la Renilla-luciferasa. Se representa la media de tres experimentos independientes por triplicado, con su 
desviación estándar. (* P < 0,01 entre TAK1/MKK7/HA-B1 y el punto sin quinasa o entre TAK1 + HA-
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Figura 45 – Efecto de HA-B1 sobre el ciclo celular de células HeLa Tet-off HA-B1. Se sembraron 2 clones 
distintos de células HeLa Tet-off HA-B1 y se crecieron en presencia o ausencia de 1 µg/ml de doxiclina durante 48 
horas. Para comprobar la expresión de la proteína en ausencia de HA-B1 prepararon extractos totales que se 
analizaron por Western blot con un anticuerpo específico para HA. Para analizar el perfil de ciclo celular, las 
células se recogieron por tripsinización y luego fijaron y tiñeron con ioduro de propídio antes de analizarlas por 
FACS. Se contaron los eventos correspondientes a cada fase del ciclo celular y se representa la media de 3 







17. La expresión estable de B1 protege células HeLa de apoptosis inducida por 
agentes de daño al ADN 
Tras comprobar que B1 no altera de forma significativa el ciclo celular, decidimos estudiar si 
puede inhibir la apoptosis. En el experimento anterior habíamos observado que la expresión de 
B1 diminuía a la mitad la fracción de células HeLa en apoptosis, pero dado que ésta es bastante 
baja en condiciones normales, decidimos estudiar si B1 protege a estas células de la apoptosis 
inducida por dos agentes de daño al ADN: etopósido y adriamicina. Estas dos sustancias inhiben 
la topoisomerasa II provocando roturas en la doble cadena de ADN e induciendo parada en 
metafase. En dosis elevadas provocan apoptosis. Para ello usamos la línea celular HeLa Tet-off 
HA-B1 y, tras inducir o inhibir la expresión de HA-B1 con doxiciclina, incubamos las células 
con etopósido o adriamicina. A distintos tiempos determinamos el porcentaje de células que 
habían entrado en apoptosis. Para ello realizamos un ensayo de viabilidad con el reactivo 
Trypan Blue, que sólo es absorbido y tiñe de azul las células no viables.  
 
Resultados 
En la figura 46 observamos que, 12 horas después de añadir adriamicina, no hay cambios 
significativos en la viabilidad de las células control y las que expresan HA-B1. Sin embargo, a 
las 24 horas de añadir adriamicina hay un 80% de células viables que expresan HA-B1 y sólo un 
45% de las que no la expresan. A las 30 horas se sigue observando una diferencia, aunque no 
tan pronunciada. Cuando usamos etopósido también se observa que HA-B1 protege las células 






































































Figura 46 – Efecto de HA-B1 sobre la viabilidad de células HeLa Tet-off HA-B1 expuestas a adriamicina y 
etopósido. Se sembraron células HeLa Tet-off HA-B1 (clon 10) y se crecieron en presencia o ausencia de 1 µg/ml de 
doxiclina durante 48 horas. A continuación se les añadió adriamicina a 0,5 µg/ml o etopósido a 7,5 µg/ml y se midió 
la viabilidad celular con Trypan Blue a varios puntos de tiempo. Se representa el porcentaje de viabilidad celular 
























1. B1 fosforila y regula negativamente el supresor de tumores p53 
A lo largo de la evolución los virus han adquirido estrategias de interacción con las células 
hospedadoras para poder desarrollar su ciclo de vida. Durante la infección viral, la capacidad de 
evadir o impedir la respuesta apoptótica e inflamatoria de la célula hospedadora juega un papel 
fundamental para que el virus pueda infectar y replicarse en las células sin activar sus 
mecanismos de defensa inmune o de muerte celular programada. 
 
El virus Vaccinia es un virus complejo, con un gran genoma que codifica un elevado numero de 
proteínas. En su ciclo de vida tiene una gran importancia la interacción de proteínas virales con 
proteínas celulares, de forma a evadir la respuesta inmune del hospedador y la apoptosis. 
 
Decidimos estudiar el papel de la quinasa B1 de Vaccinia en la regulación de la vía de p53 y de 
JNK/c-Jun porque son dos vías moduladas por la infección de distintos virus y porque se sabe 
que el homólogo humano de B1 (VRK1) fosforila y modula p53 (Vega, Sevilla et al. 2004) y c-
Jun (Sevilla, Santos et al. 2004a). Además de estudiar la función de B1 durante la infección de 
Vaccinia, también nos interesa contribuir al conocimiento de la familia de quinasas humanas 
VRK, que han sido recientemente descubiertas y sobre las cuales todavía no se conocen muchos 
aspectos. Por eso estudiamos solamente el efecto individual de B1 sobre proteínas celulares y la 
forma como puede contribuir a la patogénesis viral, teniendo en cuenta que B1 es una proteína 
esencial para el desarrollo del ciclo de vida del virus. 
 
 p53 tiene una función central en la regulación del ciclo celular y de la apoptosis. Se trata de una 
diana elegida por distintos virus durante su infección, como el virus del papiloma humano 
(Werness, Levine et al. 1990; Talis, Huibregtse et al. 1998), el virus simio 40 (Pipas and Levine 
2001), el adenovirus (Querido, Marcellus et al. 1997), el virus de la hepatitis C (Kao, Chen et 
al. 2004) o el virus Epstein Barr (Liu, Chang et al. 2005). Todos estos virus regulan de una 
forma negativa los niveles de proteína y la actividad transcripcional de p53. De esta forma 
impiden la parada de ciclo celular y la apoptosis inducidas por p53 en respuesta a estrés, 
resultando en muchos casos en un fenotipo oncogénico del virus. Pero también ayuda a permitir 
que el virus infecte y se replique en las células sin que estas puedan activar sus mecanismos de 
defensa inmune o de muerte celular programada. 
 
También el virus Vaccinia parece regular de forma negativa los niveles de p53 (Wali and 
Strayer 1999) aunque no se aprecia una disminución en los niveles del ARN mensajero de p53 
durante la infección de Vaccinia (Guerra, Lopez-Fernandez et al. 2003; Guerra, Lopez-
Fernandez et al. 2004). Eso hace pensar en la posibilidad de que la bajada de los niveles de p53 
durante la infección de Vaccinia sea debida a una interacción directa entre una proteína de 
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Vaccinia y p53 que afecte la estabilidad de p53. La actividad de p53 se regula de forma 
importante por fosforilación y por otras modificaciones postraduccionales (Brooks and Gu 
2003). B1 fosforila p53 de forma intensa en varios residuos de su terminal amino, 
correspondiente al dominio de transactivación, con el cual interaccionan importantes 
modificadores y reguladores de p53 como son su regulador negativo Mdm2 (Kussie, Gorina et 
al. 1996; Jabbur, Tabor et al. 2002; Schon, Friedler et al. 2002) o el coactivador transcripcional 
p300 (Yuan, Huang et al. 1999; Dornan and Hupp 2001). Además de la fosforilación in vitro de 
varios residuos, hemos podido comprobar la fosforilación in vivo de serina 15. B1 fosforila 
también el terminal carboxilo, aunque de forma más débil. Se ha descrito que la fosforilación en 
esta región de p53 por CDK1 y CKII puede estimular la unión de p53 al ADN (Meek 1998; 
Appella and Anderson 2001), aunque la fosforilación por PKC estimula la degradación de p53 
en células no expuestas a estrés (Waterman, Stavridi et al. 1998; Chernov, Bean et al. 2001). 
Otro grupo ha detectado, pero no caracterizado, la fosforilación de p53 por B1 in vitro (Boyle 
and Traktman 2004). 
 
El complejo patrón de fosforilación de p53 por B1 contrasta con el de VRK1 (Lopez-Borges 
and Lazo 2000) y VRK2 (resultados no publicados), que sólo fosforilan un residuo en p53, la 
treonina 18. Sin embargo, la hiper fosforilación es una característica de las caseína quinasa de 
tipo I, que fosforilan residuos localizados de tres a cinco residuos de una carga negativa (Flotow 
and Roach 1991). Además, la fosforilación de un residuo promueve la fosforilación de un 
residuo cercano de serina o treonina por estas quinasas (Flotow, Graves et al. 1990). Por lo tanto 
es posible que la hiper fosforilación de p53 por B1 sea un reflejo del origen evolutivo de B1 a 
partir de las proteínas VRK1, un subgrupo de las caseína quinasa de tipo I (Manning, Whyte et 
al. 2002). Si embargo, en este aspecto, VRK1 y 2 evolucionaron de forma distinta, dado que la 
fosforilación de p53 por ellas se restringe a un residuo.  
 
B1 regula de forma negativa los niveles de proteína de p53 en dos sistemas distintos: células 
que expresan p53 de forma normal y células que no expresan p53 y que fueron co-transfectadas 
con B1 y p53. Esto se ha podido detectar por Western blot y por inmunofluorescencia, siendo la 
regulación negativa de los niveles de p53 por B1 consecuencia de una disminución de la vida 
media de p53 de 96 a 56 minutos (en nuestro sistema). El efecto de B1 sobre p53 depende de la 
fosforilación de B1, puesto que la quinasa inactiva no tiene ningún efecto sobre sus niveles. 
Además depende también de la fosforilación simultánea de la serina 15 y la treonina 18, dado 
que la proteína p53 mutada en estos residuos individualmente o en combinación no es 




B1 no fosforila Mdm2 por lo tanto su efecto sobre p53 tiene que ser debido exclusivamente a la 
fosforilación de p53. Algunos de los residuos de p53 fosforilados por B1 (la serina 15 y la 
treonina 18) se encuentran en la región de interacción de p53 con Mdm2, siendo la treonina 18 
un residuo importante para la interacción de p53 con Mdm2 (Bottger, Bottger et al. 1999; 
Sakaguchi, Saito et al. 2000; Jabbur, Tabor et al. 2002; Schon, Friedler et al. 2002), cuya 
fosforilación impide esta interacción y estabiliza p53.  
 
Sin embargo la fosforilación de B1 resulta en un aumento en la ubiquinación y degradación de 
p53. Esto puede deberse a la complejidad de la estructura del terminal amino de p53, en la cual 
tres residuos (serina 15, treonina 18 y serina 20) juegan un papel importante en la interacción de 
p53 con Mdm2, así como en su estabilidad y actividad transcripcional. No se ha descrito que 
ninguno de estos residuos fuera absolutamente necesario para la interacción, dado que p53 
fosforilado en la serina 15 sigue interaccionando con Mdm2 (Dumaz and Meek 1999); p53 
mutado en la treonina 18 puede ser estabilizado en respuesta a estrés (Ashcroft, Kubbutat et al. 
1999; Blattner, Tobiasch et al. 1999) y tampoco la fosforilación en la serina 20 impide la 
interacción de p53 con Mdm2 (Craig, Burch et al. 1999; Sakaguchi, Saito et al. 2000). De hecho 
se ha descrito que la serina 15 es más importante para la actividad transcripcional de p53 que 
para la unión a Mdm2 (Dumaz and Meek 1999) y que la fosforilación de la serina 20 puede 
facilitar la degradación dependiente de Mdm2 (Dumaz, Milne et al. 2001).  
 
Por lo tanto, es posible que la doble fosforilación de la serina 15 y de la treonina 18 por B1, 
junto con la fosforilación de otros residuos del terminal amino tenga el efecto de aumentar la 
degradación de p53. Igualmente hay que tener en cuenta la fosforilación del terminal carboxilo, 
dado que se sabe que la fosforilación por PKC en las serina 376 y 378 estimula la ubiquitinación 
y degradación de p53 en células no expuestas a estrés (Waterman, Stavridi et al. 1998; Chernov, 
Bean et al. 2001). Por otra parte, B1 inhibe también la acetilación de p53, posiblemente como 
consecuencia de la fosforilación del terminal amino, lo cual también puede contribuir a 
disminuir su estabilidad y su actividad transcripcional (Yuan, Huang et al. 1999; Dornan and 
Hupp 2001). 
 
La regulación negativa de los niveles de proteína de p53 por B1 depende claramente de Mdm2, 
dado que en células que no la expresan el efecto de B1 sobre p53 es el contrario, lo cual podría 
deberse a que, en ausencia de Mdm2, B1 interfiera con la función de otras E3 ubiquitina ligasas 
de p53 como COP1 (Dornan, Wertz et al. 2004) y Pirh2 (Leng, Lin et al. 2003). Cuando se 
reintroduce Mdm2 en este sistema el efecto normal de B1 sobre p53 se recupera de forma 
parcial. El hecho de que no se recupere totalmente hasta observarse el mismo efecto que en 
H1299 parece normal teniendo en cuenta que se le introduce a las células un Mdm2 expresado a 
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partir de un plásmido con un promotor sintético, mientras que la línea celular H1299 expresa 
Mdm2 de forma normal. 
 
La regulación negativa de los niveles de p53 por B1 tiene sentido en el contexto de la infección 
viral, dado que p53 puede inducir apoptosis en respuesta a una infección viral, lo cual 
interrumpiría el ciclo de vida del virus. Por lo tanto, es esperable que los virus desarrollen 
estrategias para evitar esa respuesta. Precisamente una consecuencia de la regulación negativa 
de p53 por B1 es la inhibición de la transcripción dependiente de p53, más pronunciada en el 
promotor de Bax, una proteína que induce apoptosis (Shen and White 2001). Esto también se 
refleja en los niveles de esta proteína. Vaccinia no codifica ninguna proteína con homología a la 
proteína anti apoptótica Bcl2 aunque, sin embargo, inhibe la apoptosis de las células 
hospedadoras. La inhibición de la vía mitocondrial de apoptosis ha sido asociada con algunas 
proteínas virales como F1L, que inhibe la liberación de citocromo C de la mitocondria 
(Wasilenko, Meyers et al. 2001; Wasilenko, Stewart et al. 2003) o E3L y K3L (Fang, Limbach 
et al. 2001). Por lo tanto un efecto mediado por la inhibición de la expresión de Bax (que induce 
la liberación de citocromo C de la mitocondria) seria también indicado para impedir la apoptosis 
en células infectadas por Vaccinia. Además, se ha descrito que p53 puede inducir apoptosis de 
forma independiente de su actividad transcripcional, interaccionando con Bax (Chipuk, Kuwana 
et al. 2004), inhibiendo proteínas anti apoptóticas como Bcl2 y traslocándose a la mitocondria, 
con la consecuente liberación de citocromo C (Mihara, Erster et al. 2003). Por lo tanto, es 




2. B1 fosforila y activa el factor de transcripción c-Jun 
La regulación positiva de los niveles de c-Jun, así como de su actividad transcripcional, por B1 
está de acuerdo con la regulación negativa de p53, dado que se ha descrito que c-Jun inhibe la 
expresión de p53 (Schreiber, Kolbus et al. 1999).  
 
El efecto de B1 sobre c-Jun depende también de su actividad quinasa, aunque curiosamente no 
parece fosforilar los mismos residuos que fosforilan JNK y VRK1, siendo capaz de fosforilar y 
activar c-Jun mutado en las serina 63 y 73. En este caso, aunque VRK1 y B1 fosforilan residuos 
distintos en c-Jun, su efecto es similar, ya que ambas aumentan los niveles de proteína y la 
actividad transcripcional de c-Jun (Sevilla, Santos et al. 2004a). Además de las serinas 63 y 73, 
se ha descrito la fosforilación de otros residuos en el dominio de transactivación de c-Jun. La 
fosforilación de este dominio de c-Jun aumenta su estabilidad, ya que al inducir su dimerización 
impide la ubiquitinación y degradación por el proteosoma (Fuchs, Dolan et al. 1996; Fuchs, Xie 
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et al. 1997). Aumenta también su actividad transcripcional, induciendo la unión al ADN y la 
activación de promotores específicos, así como la interacción con coactivadores de la 
transcripción (Bannister, Oehler et al. 1995). Por otra parte también induce la desfosforilación 
de residuos del terminal carboxilo fosforilados por CKII, que inhiben la unión de c-Jun al ADN 
(Papavassiliou, Treier et al. 1995). El efecto de B1 sobre c-Jun induce su actividad 
transcripcional, medida con un sistema reportero específico para c-Jun y también con un sistema 
reportero de AP-1, siendo en este caso la activación ligeramente más evidente cuando 
sobreexpresamos c-Jun. 
 
B1, además de fosforilar y activar c-Jun, parece también activar la vía de JNK por interacción 
con la proteína de anclaje JIP1. Es tentativo especular que el hecho de que B1 pueda activar c-
Jun de estas dos formas distintas representa, por un lado, una forma de activar la señalización de 
JNK y, por otro, una forma de modular c-Jun para que su actividad sea distinta a la que presenta 
cuando fosforilado solamente en serina 63 y 73. De esta forma B1 podría estar cambiando la 
afinidad de c-Jun por determinados promotores, afectando el tipo de dímeros que forma y los 
cofactores con los cuales interacciona. La consecuencia para el virus de modular los tipos de 
dímeros formados por c-Jun y los cofactores con los cuales interacciona sería conseguir 
controlar a su favor la capacidad que tiene c-Jun para, por un lado, poder activar la expresión de 
algunas proteínas que inhiben apoptosis, como Bcl3 (Rebollo, Dumoutier et al. 2000) y, por 




3. B1 interacciona y fosforila la proteína de anclaje JIP1 activando la vía de JNK 
Además de poder activar directamente c-Jun, B1 puede cooperar con la vía de JNK en la 
activación de la transcripción dependiente de c-Jun y AP-1 gracias a su interacción con la 
proteína de anclaje JIP1 y al aumento de la afinidad de ésta por las MAPK TAK1 y MKK7. Se 
han descrito otras proteínas que interaccionan con JIP1 en la misma región que B1 
(aminoácidos 282 a 471) y modulan la afinidad de ésta por JNK, como es el caso de Akt (Kim, 
Yano et al. 2002). También es posible que B1 module la afinidad de JIP1 por MAPK por 
fosforilación, aunque la fosforilación que hemos observado in vitro sea débil y distribuida por 
toda la molécula. Se ha observado que in vivo JIP1 presenta fosforilación en varios residuos, no 
siendo todos ellos fosforilados por JNK (Nihalani, Wong et al. 2003), lo cual sugiere que otras 
quinasas pueden fosforilar JIP1 y así modular su función. Por otra parte, JIP1 interacciona con 
la fosfatasa MKP-7, que inhibe la señalización de JNK y fosforilación de c-Jun (Willoughby, 




Es curioso que la actividad quinasa de B1 no parezca ser esencial para el incremento de la 
interacción de TAK1 con JIP1 mientras que en el caso de MKK7 el incremento de la interacción 
de ésta es parcialmente independiente de la actividad quinasa de B1. Eso puede significar que 
para el efecto sobre la interacción TAK1-JIP1 se requiere la fosforilación de JIP1 por B1, 
mientras que para el efecto sobre la unión MKK7-JIP1 la interacción de B1 con JIP1 es 
suficiente. Esto en cierta forma validaría la fosforilación de JIP1 por B1 que observamos in 
vitro. 
 
El aumento de la interacción de TAK1 con JIP1 inducida por B1, así como la cooperación en la 
activación de c-Jun y AP-1, es interesante dado que se ha descrito que otros vírus también 
activan la vía de TAK1 durante la infección (Wan, Sun et al. 2004; Liu, Chang et al. 2005). Por 
otra parte, hasta el momento no se había descrito la interacción de TAK1 con JIP1. Sin embargo 
esta interacción parece lógica, teniendo en cuenta que en el “Genoma Humano” TAK1 
pertenece al grupo de las TKL, el mismo grupo de otras MAP3K que interaccionan con JIP1, 
como es el caso de MLK (Manning, Whyte et al. 2002). Por otra parte, y aunque los fibroblastos 
deficientes en TAK1 presentan una alta sensibilidad a apoptosis (Sato, Sanjo et al. 2005; Shim, 
Xiao et al. 2005), es cierto que TAK1 parece estar involucrada en la activación de vías de 
señalización de respuesta inmune e inflamatoria por la activación de NF-κB por IL-1 
(Ninomiya-Tsuji, Kishimoto et al. 1999) y por TNF-α (Takaesu, Surabhi et al. 2003) y de JNK 
en respuesta a IL-1 (Moriguchi, Kuroyanagi et al. 1996; Shirakabe, Yamaguchi et al. 1997; 
Ninomiya-Tsuji, Kishimoto et al. 1999; Wang, Deng et al. 2001). En principio la activación de 
estas vías seria prejudicial para el ciclo de vida del virus. Sin embargo la regulación de la 
actividad de TAK1 es bastante compleja, dependiendo de la interacción de otras proteínas como 
TAB1, TAB2 (Shibuya, Yamaguchi et al. 1996) o TRAF6 (Takaesu, Kishida et al. 2000; 
Mizukami, Takaesu et al. 2002). Por lo tanto, es posible que B1, en conjunto con otras proteínas 
de Vaccinia que inactivan vías de señalización de inflamación y inmunidad como IFN-α, β y γ 
(Alcami and Smith 1995; Colamonici, Domanski et al. 1995; Symons, Alcami et al. 1995), IL-
1β (Alcami and Smith 1992) e IL-18 (Smith, Bryant et al. 2000), module TAK1 de forma a que 
inhiba la apoptosis y no active respuestas inmunes e inflamatorias.  
 
Es interesante notar que B1 interacciona con JIP1 por la misma región que MKK7: B1 
interacciona con una región entre los aminoácidos 282 a 471 y MKK7 con una región entre los 
aminoácidos 471 y 660. Estos aminoácidos de JIP1 configuran una estrutura suficientemente 
extensa para que B1 y MKK7 interaccionen con la misma molécula de JIP1 a la vez, aunque no 
sabemos si es esto lo que ocurre o si en nuestro experimento hay una fracción de JIP1 que 
interacciona con B1 y otra que interacciona con MKK7 y por eso, al precipitar JIP1, 
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precipitamos también B1 y MKK7. Por otra parte, el hecho de que la actividad quinasa de B1 no 
sea necesaria para el aumento de la interacción MKK7-JIP1 hace pensar que las dos tienen que 
coincidir unidas a JIP, o sea, que no es suficiente que B1 fosforile una molécula de JIP1 sin 
haber unión estable para que aumente la interacción entre JIP1 y MKK7. 
 
B1 no aumenta la interacción de JNK con JIP1, pero sí aumenta el estado de fosforilación de 
JNK unida a JIP1. Esto tiene lógica dado que el papel de B1 parece ser el de activar la 
señalización de la vía de JNK, por lo que ésta, una vez activada, deja de interaccionar con JIP1 
y migra al núcleo. El aumento de la fosforilación de JNK unida a JIP1 es parcialmente 
independiente de la actividad quinasa de B1, lo cual está de acuerdo con el efecto que tiene B1 
inactiva sobre la interacción MKK7-JIP1. 
 
La función de JIP1 parece ser más importante en células del sistema nervioso (Whitmarsh, Kuan 
et al. 2001), expresándose Jip1 en niveles más bajos en la mayoría de los tejidos que, sin 
embargo, pueden ser suficientes para el efecto de B1 que hemos observado. También su papel 
en la activación de la vía de JNK parece ser necesario sólo en algunos estímulos (Whitmarsh, 
Cavanagh et al. 1998). Hay que tener en cuenta que JNK puede activar apoptosis en respuesta a 
estrés celular como radiación UV. Sin embargo, la infección viral es un tipo de estrés distinto y 
varios virus activan JNK y AP-1 para servir sus propósitos, como el virus del Epstein-Barr 
(Eliopoulos and Young 1998) [que, curiosamente, también activa TAK1 a través de la misma 
proteína que inactiva p53 (Wan, Sun et al. 2004; Liu, Chang et al. 2005)], el virus de la hepatitis 
C (Natoli, Avantaggiati et al. 1994) y el virus de Varicela-Zoster (VZV) (Rahaus and Wolff 
2003). Además, por un lado se ha descrito que JNK regula negativamente p53 en situaciones de 
ausencia de estrés (Fuchs, Adler et al. 1998) y, por otro lado, se ha observado que JNK inhibe la 
apoptosis en ausencia de p53 y la parada del ciclo celular cuando éste está presente (Potapova, 
Gorospe et al. 2000). Teniendo en cuenta que B1 regula negativamente los niveles de proteína 
de p53, es probable que, durante la infección de Vaccinia, JNK inhiba apoptosis. Aunque c-Jun 
también puede inducir apoptosis, su efecto final depende del equilibrio entre proteínas pro y anti 
apoptóticas presentes, así como de la duración del estímulo. Al igual que JNK, se ha descrito 
que c-Jun inhibe la muerte celular en células que no expresan p53 (Wisdom, Johnson et al. 
1999) Además, c-Jun también induce la expresión de proteínas que protegen de apoptosis, como 
Bcl3 (Rebollo, Dumoutier et al. 2000) e inhibe la expresión de proteína pro apoptóticas como 





4. B1 no induce cambios en el ciclo celular pero protege de la apoptosis inducida 
por agentes que dañan el ADN 
El hecho de que B1 regule de forma negativa p53 y de forma positiva c-Jun parece indicar que 
tiene un papel importante en la inhibición de la apoptosis durante la infección de Vaccinia. Sin 
embargo, los ensayos que hemos realizado para estudiar el efecto de B1 sobre el ciclo celular no 
indican que la expresión de B1 disminuya la fracción de células en apoptosis. Cuando medimos 
la viabilidad de células expuestas a agentes que dañan el ADN, B1 parece aumentar la 
viabilidad de las mismas, aunque no de una forma drástica. Hay que tener en cuenta que el tipo 
de estrés que se ha usado no es el mismo tipo de estrés que provoca la infección viral y, además, 
durante la infección de Vaccinia, B1 actúa en conjunto con otras proteínas virales que inhiben la 
apoptosis de la célula hospedadora. B1 es una proteína esencial para el ciclo de vida del virus, 
aunque posiblemente eso se deba a su función en la replicación del ADN viral, que todavía no 















Figura 47 – Modelo de acción de B1 sobre las vías de p53 y c-Jun/JNK. B1 inhibe p53 a la vez que activa la vía de 
JNK por interacción con la proteína de anclaje JIP1 y c-Jun por fosforilación directa. B1 parece inducir la muerte 
celular posiblemente debido a la regulación negativa de p53  y la activación de JNK y c-Jun, de forma que c-Jun 
active preferentemente la expresión de genes anti-apoptóticos y no de genes pro-apoptóticos. 
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En resumen, hay distintos virus que durante la infección regulan de forma negativa a p53 y/o de 
forma positiva a AP-1 y distintas MAPK, entre ellas la vía de JNK. Muchos de estos virus, 
como el virus del papiloma humano, SV 40, adenovirus, hepatitis B y C o Epstein Barr son 
oncogénicos, lo cual no es el caso de Vaccinia, que es un virus lítico que al final de su ciclo 
provoca la muerte de las células hospedadoras. Este hecho no significa que no tenga necesidad 
de inactivar la vía de p53 y activar la vía de JNK/c-Jun, dado que el resultado de esta 
modulación, además de poder ser oncogénico, también puede ser la inactivación de respuestas 
de las células a la infección como son la apoptosis o la inflamación. Para que la infección por 
Vaccinia tenga éxito, el virus necesita una forma de inhibir estas respuestas, y puede que una de 
las formas de lograrlo sea a través del efecto de la quinasa B1 sobre p53 y la vía de JNK. La 
figura 47 resume el efecto de B1 sobre las vías de p53 y c-Jun/JNK. 
 
 
5. B1 y la familia de quinasas humanas VRK 
Recientemente se ha descrito que VRK1 puede complementar el fenotipo del mutante sensible a 
temperatura ts2, que presenta defectos en B1. Este mutante no se replica por defectos en la 
síntesis del ADN pero cuando se le introduce VRK1 el virus puede completar de forma normal 
la síntesis de ADN. Por lo tanto debe haber alguna proteína involucrada en la replicación del 
ADN viral que se afecta de forma igual tanto por B1 como por VRK1. Sin embargo, el nivel de 
producción de virus es aproximadamente la mitad del virus silvestre, y lo mismo ocurre cuando 
se introduce una copia silvestre de B1 (Boyle and Traktman 2004). Estos autores han sugerido 
que esto indica que la quinasa B1 puede desarrollar otras funciones además de las relacionadas 
con la síntesis del ADN viral y que no son tan bien complementadas por VRK1, lo cual está de 
acuerdo con el hecho de que el efecto de VRK1 sobre p53 sea el contrario al de B1. Sería por 
tanto interesante comparar el efecto del mutante ts2 que expresa VRK1 con el virus silvestre 
sobre los niveles de p53 y la apoptosis de las células infectadas.  
 
Es de notar, por otra parte, que VRK1 no fosforila la proteína viral H5, uno de los sustratos más 
bien caracterizados de B1, por lo que la fosforilación de esta proteína no es necesaria para la 
replicación del genoma viral. Tampoco lo es la fosforilación de p53 por B1, dado que el efecto 
de VRK1 es contrario al de B1. Por otra parte, el efecto de VRK1 sobre c-Jun es similar al de 
B1, aunque fosforilan residuos distintos. Esto podría indicar que la modulación de la vía de c-
Jun y JNK por B1 es esencial para la replicación del virus, pudiendo ser rescatado por VRK1.  
 
Es curioso el hecho de que la VRK1 endógena no sea suficiente para suplir la ausencia de B1 en 
los mutantes sensibles a temperatura ts2 y ts25, siendo necesaria su sobreexpressión. Esto 
podría deberse a que los niveles endógenos de VRK1 son insuficientes, además de que durante 
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la infección viral hay una inhibición de la síntesis de proteínas celulares. Puede deberse también 
a una cuestión de localización subcelular. Nuestros datos apuntan a que la quinasa B1 se puede 
distribuir por el citoplasma y por el núcleo, pero se ha observado que la localización subcelular 
de VRK1 cambia según el tipo celular (resultados no publicados), siendo exclusivamente 
nuclear en algunos tipos de células y en otros exclusivamente citoplásmica. Por ejemplo, en 
fibroblastos humanos normales WSI VRK1 sólo se encuentra en el citoplasma y esto está de 
acuerdo con el hecho de que el grado del defecto de los mutantes ts2 y ts25 cambia según el tipo 







1 – B1 fosforila p53 en varios residuos de su terminal amino y también, de forma más 
débil, en su terminal carboxilo. Induce su ubiquitinación e inhibe su acetilación. Como 
consecuencia, regula de forma negativa los niveles de proteína p53 de forma dependiente 
de Mdm2. 
 
2 – B1 regula negativamente la actividad transcripcional de p53, lo cual es más evidente en 
el promotor de la proteína pro apoptótica Bax, y se confirma también a nivel de proteína. 
 
3 – B1 fosforila c-Jun en residuos distintos a los fosforilados por JNK induciendo un 
aumento de sus niveles de proteína y actividad transcripcional. 
 
4 – B1 fosforila e interacciona con la proteína de anclaje JIP1 aumentando la afinidad de 
esta por TAK1 y MKK7 y el estado de fosforilación de JNK unida a JIP1. B1 coopera con 
TAK1 y MKK7 en la activación transcripcional de c-Jun y AP-1, posiblemente como 
consecuencia de su interacción con JIP1. 
 
5 – B1 protege de la apoptosis inducida por agentes de daño al ADN, lo cual está de 
acuerdo con su modulación de las vías de p53 y JNK/c-Jun. 
 
6 – Una de las funciones de B1 durante la infección de Vaccinia puede ser la inhibición de 
la respuesta apoptótica de la célula hospedadora, posiblemente en cooperación con otras 
proteínas virales. Esta función sería similar a la de otras proteínas virales que modulan 
p53 y/o la vía de JNK/c-Jun. Aunque en otros virus esta modulación tenga como 
consecuencia final un fenotipo oncogénico, en el caso de Vaccinia, al ser un virus lítico, 
servirá para que la infección no provoque la muerte de la célula hospedadora antes de la 











































Materiales y Métodos 
1. Generación de vectores de ADN recombinantes 
Las construcciones de ADN que se han usado en este estudio están detalladas en Tabla 1. Las 
construcciones diseñadas en el laboratorio se generaron insertando secuencias de ADN 
codificante en los correspondientes vectores mediante reacciones de digestión de fragmentos 
con enzimas de restricción (Fermentas) y posterior ligación con la enzima T4 ADN-Ligasa 
(Fermentas) según protocolo estándar de (Sambrook and Russell 2001). Las construcciones así 
obtenidas se transformaron en la cepa de Escherichia coli competente adecuada y, tras 
seleccionar las colonias transformadas con la resistencia específica para cada vector, se han 
aislado y guardado aquellas que habían incorporado la construcción correcta. La confirmación 
de cada clon se realizó mediante análisis de restricción y posterior electroforesis y 
secuenciación.  
 
En el caso de B1R, su ADN codificante se amplificó por PCR según (Sambrook and Russell 
2001) a partir del vector pAB6, cedido por el Dr. Geoffrey Smith (Imperial College, London – 
UK) usando los oligonucleótidos detallados en la Tabla 2. 
 
 
2. Mutagénesis dirigida 
Se han realizado mutaciones puntuales en algunas construcciones de ADN utilizando el sistema 
comercial QuickChange Site-Direct Mutagenesis de la compañía Stratagene. Se llevó a cabo 
una reacción de PCR usando como ADN molde el plásmido en el que se quería introducir la 
mutación y dos oligonucleótidos sintéticos, complementarios de la misma región del plásmido, 
con la mutación deseada. Los oligonucleótidos usados se detallan en la Tabla 2. La reacción de 
PCR se realizó en un volumen final de 50 µL, con 50 ng de ADN molde, 5µL de tampón 10x de 
PCR [KCl 100 mM, (NH4)2SO4 100 mM, Tris-HCl 200 mM (pH 8.8), MgSO4 20 mM, Tritón X-
100 1%, BSA 1 mg/mL], 125 ng de cada oligonucleótido, 1 µL de mezcla de dNTPs y 1 µL de 
la polimerasa de ADN Pfu Turbo. Para la mutación de una sóla base las condiciones de la 
reacción fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalización a 95 ºC durante 30 segundos, 
seguido de 16 repeticiones de un ciclo de 95º C durante 30 segundos, 55 ºC durante 1 minuto y 
68 ºC durante 15 minutos. Tras la reacción de PCR con la polimerasa de ADN PfuTurbo se 
eliminaron las copias de ADN molde por digestión con la endonucleasa DpnI (específica para 
secuencias metiladas y hemimetiladas). El resultado se transformó en cepas DH5 α de 
Escherichia coli competentes. Tras seleccionar las colonias transformadas con la resistencia 
específica para cada vector, se ha comprobado por secuenciación la introducción de la mutación 
deseada y se han guardado. 
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3. Expresión en bacterias y purificación de proteínas fusionadas a GST 
Las construcciones de ADN que se han utilizado para la expresión de proteínas de fusión con 
GST en bacterias se han expresado en la cepa BL21DE3 de Escherichia coli. Las bacterias 
conteniendo dichas construcciones se han crecido en medio selectivo (LB + ampicilina 50 
µg/ml) durante toda la noche en agitación a 37 ºC. Se diluyó ese inóculo en medio selectivo 
fresco y se dejó crecer a 37 ºC hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0.6-0.8. En este 
punto se indujo la expresión de la proteína de fusión añadiendo IPTG a 0.2 mM y se dejó crecer 
a 25 o a 37 ºC durante 3 a 4 horas más. El cultivo bacteriano resultante se centrifugó a 10000 x 
g y el “pellet” se resuspendió en tampón de lisis (PBS frío + 1% Tritón X-100, 0.2 µg/ml 
Lisozima, 1 mM PMSF, 2 mM DTT, 10 µg/ml aprotinina y 10 µg/ml leupeptina). Se incubó 
durante 20 minutos a 4 ºC y a continuación se sonicó con 3 pulsos de 15 segundos cada uno, 
separados por 30 segundos, en un sonicador “Misonic XL2010”. El extracto sonicado se 
centrifugó a 20000 x g durante 30 minutos a 4 ºC y el sobrenadante se incubó con resina de 
Sefarosa-glutatión [Glutathione Sepharose Beads 4B (Amersham Pharmacia Biotech)] durante 
1 hora a 4 ºC en agitación suave. Después de la incubación se lavó la resina varias veces con 
PBS con inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 2 mM DTT, 10 µg/ml aprotinina y 10 µg/ml 
leupeptina). En algunos casos la proteína se eluyó con 20 mM de glutatión reducido en 50 mM 
de Tris-HCl (pH 8) durante 15 minutos a temperatura ambiente en agitación suave y a 
continuación se concentró usando un centricón “Amicon Ultra” (Millipore). En todos los caso 
se comprobó la purificación de la proteína por electroforesis SDS-PAGE seguida de tinción con 
azul de Coomassie antes de cuantificarla usando el sistema BIORAD protein assay (Biorad) 
usando varias concentraciones de BSA como patrón.  
 
Algunas proteínas se separaron de su fracción de GST estando todavía unida a bolas de 
Sefarosa-glutatión por digestión con trombina (10 unidades/mg proteína de fusión) durante 16 
horas a temperatura ambiente. A continuación se centrifugó durante 5 minutos a 1500 x g y se 
guardó el sobrenadante, correspondiente a la proteína purificada. 
 
 
4. Ensayos de actividad quinasa de B1 
Los ensayos de actividad quinasa se realizaron en un volumen final de 25 µl de tampón quinasa 
[50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT y 5 µM ATP-Mg2+] con 
1 a 2 µg de la proteína recombinante GST-B1 como quinasa y 3 a 10 µg de proteína sustrato 
según el caso. Cuando se usó como quinasa HA-B1 inmunoprecipitada, las bolas de sefarosa 
con HA-B1 obtenidas según se detalla en el punto 11 se lavaron una vez con tampón quinasa y 
luego se les añadió la proteína sustrato y el tampón quinasa. En cualquier caso, a la mezcla de 
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reacción anterior se añadió 5 µCi de [γ32P] ATP y se incubó de 30 minutos a 1 hora a 30 ºC. Las 
proteínas fosforiladas se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE (ver punto 10) en un gel 
de poliacrilamida al 10% con 0.1% SDS. El gel fue posteriormente teñido con tinción de 
Coomassie (ver punto 7) para detectar todas las proteínas y secado en un secador de geles 
(Biorad) durante 2 horas a 80 ºC. La radiactividad incorporada se analizó por exposición a 
película de rayos X. 
 
 
5. Análisis de fosfoaminoácidos  
Se realizó un ensayo quinasa de GST-B1 usando 3 µg de quinasa y 10 µg de sustrato como se 
ha descrito anteriormente. Tras la electroforesis en gel de poliacrilamida las proteínas fueron 
transferidas a una membrana de PVDF Immobilon-P (Millipore) realizando una transferencia 
húmeda en tampón de transferencia con 25 mM Tris, 19.2 mM glicina y 20% metanol según 
(Towbin, Staehelin et al. 1979) durante 3 horas a 450 mA, que luego se expuso a una película 
de rayos X para localizar las bandas de las proteínas fosforiladas. Estas se cortaron y se 
incubaron 10 minutos en metanol y luego 10 minutos en agua. En seguida se trocearon las 
membranas en fragmentos de tamaño reducido, se colocaron en un tubo con 200 µl de HCl 6N, 
con el objetivo de liberar las proteínas de las membranas para el medio liquido y hidrolizar las 
ligaciones peptídicas de las proteínas. Luego los tubos se han gaseado con nitrógeno, para 
impedir que se oxiden las ligaciones dobles de las proteínas, se incubaron 15 minutos en hielo, 
se centrifugaron 5 minutos a 10000 x g a temperatura ambiente y se transfirió el sobrenadante a 
un tubo nuevo. Este se congeló a -20 ºC y se sublimó en una Speed Vac UNIVAPO 100 H 
(UniEquip) centrifugando en vacío. El precipitado se resuspendió en 10 µl de una solución 6% 
de fosfoaminoácidos fríos (fosfoserina, fosfotreonina y fosfotirosina) y 94% de tampón pH 1.9 
(ácido fórmico:ácido acético:agua 2,5:7:89,7 v/v). Se añadió 1 µl de bromofenol 0,1% y se agitó 
con vortex. A continuación se centrifugó 2 minutos a 10000 x g, se transfirió el sobrenadante 
para un tubo nuevo y se cuantificaron las CPM en un contador de centelleo Wallac 1409 DSA. 
Se aplicaron el mismo número de CPM de cada muestra en una cromatoplacas de celulosa 
(Merk) de 20x20 cm de longitud y 0,1 mm de espesor, secando la muestra con nitrógeno 
después de cada aplicación. Las placas se cubrieron con papel Whatman 3MM humedecido con 
tampón pH 1.9 excepto en el lugar de carga de las muestras y se corrió una electroforesis con el 
sistema Multiphor II (Amersham Pharmacia) según las instrucciones del fabricante, con tampón 
pH 1.9 a 1000 V durante 90 minutos. 
 
Tras la electroforesis se secaron las cromatoplacas a temperatura ambiente y se incubaron en un 
solución de nihidrina 0,25% (w/v) durante 8 minutos. Luego se colocaron las placas en una 
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estufa a 65 ºC para que fueran visibles los fosfoaminoácidos fríos. Los fosfoaminoácidos 
radiactivos se han revelado por exposición a película de rayos X. 
 
 
6. Análisis de mapas bidimensionales de fosfopéptidos tras digestión proteolítica 
Para llevar a cabo un análisis de mapa de fosfopéptidos, el protocolo es semejante al del análisis 
de fosfoaminoácidos hasta el corte de la membrana correspondiente a la banda de la proteína 
fosforilada. A continuación se incubó la membrana con 500 µl de una solución 0,5% de 
polivinilpirrolidona K25 y 100 mM de ácido acético durante 30 minutos a 30 ºC con agitación, 
para bloquear sitios de unión inespecífica en la membrana. Se eliminó el líquido con una pipeta 
y se lavó tres veces con 1 ml de agua y una vez con 1 ml de 50 mM NH4HCO3 recién preparado. 
Se añadieron a cada tubo 200 µl de 50 mM NH4HCO3 (preparado 24 horas antes para dejar que 
se equilibrara el pH) y 1.5 µl de tripsina 10 mg/ml (Roche Diagnostics) y se incubó en una 
estufa a 37 ºC durante dos horas para llevar a cabo la digestión proteolítica de la proteína 
fosforilada. Se agitó con vortex durante 40 segundos y se añadió una nueva dosis de tripsina, 
volviendo a incubar durante 2 horas a 37 ºC. Finalmente se agitó de nuevo en vortex, se 
centrifugó durante algunos segundos y se incubó a 37 ºC durante 18 horas. 
 
A continuación se pasó el sobrenadante para un tubo nuevo y se lavó la membrana con 500 µl 
de agua. Se agitó con vortex y se pasó el líquido al tubo anterior. Este paso se repitió con 300 µl 
de agua, obteniéndose un volumen final de 1 ml que se congeló en nieve carbónica y se liofilizó 
en una Speed Vac UNIVAPO 100 H (UniEquip) centrifugando en vacío durante 3 horas. A 
continuación se oxidó durante 1 hora en hielo con ácido perfórmico [que se preparó incubando 9 
partes de ácido fórmico al 98-100% (Merk) con una parte de peróxido de hidrógeno del 30% 
durante 1 hora a temperatura ambiente y finalmente enfriando en hielo]. Tras la oxidación se 
añadió agua destilada, se congeló en nieve carbónica y se liofilizó de nuevo. El proceso de 
limpieza se repitió tres veces. Finalmente el precipitado se disolvió en 5 µl de tampón pH 1.9 
ácido fórmico:ácido acético:agua 2,5:7:89,7 v/v) y se aplicó en cromatoplacas de celulosa 
(Merk,) de 20x20 cm de longitud y 0,1 mm de espesor, secando la muestra con nitrógeno 
después de cada aplicación. Las placas se cubrieron con papel Whatman 3MM humedecido con 
tampón pH 1.9 excepto en el local de carga de las muestras y se corrió una electroforesis con el 
sistema Multiphor II (Amersham Pharmacia) según las instrucciones del fabricante, con tampón 
pH 1.9 a 1000 V durante 75 minutos. A continuación se retiró la placa y se dejó secar a 
temperatura ambiente. Para correr la segunda dimensión se realizó una cromatografía en placa 
usando un tampón de fosfocromatografía (ácido acético:piridina:n-butanol:agua, 1:3,33:5:4 v/v) 
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durante 13 horas en cubetas de cromatografía. Posteriormente se dejó secar la placa a 
temperatura ambiente y se visualizaron los fosfopéptidos por exposición a película de rayos X. 
  
 
7. Tinción con azul de Coomassie 
La tinción de Coomasie aplicada a los geles de poliacrilamida se realizó incubando el gel con 
Coomasie blue (0.5% azul de Coomassie, 50% metanol, 10% ácido acético) durante 5 minutos 
en agitación y, a continuación, incubando el mismo en solución de destinción (50% metanol, 
10% acético) en agitación hasta que se pudieran visualizar las bandas de interés. 
 
 
8. Cultivo celular 
Todas las líneas celulares usadas crecen adheridas a sustrato y se cultivaron en incubador a 37 
ºC y con una atmósfera al 5% de CO2 y 98% de humedad relativa. Los medios de cultivo se 
suplementaron con 2mM de glutamina, 50 unidades/ml de penicilina y 50 µg/ml de 
estreptomicina, siendo todos los medios, sueros y suplementos de GIBCO-Life Technologies. En 
la Tabla 3 se resumen las características de las líneas celulares utilizadas. 
 
 
9. Transfecciones transitorias de ADN en células eucariotas en cultivo 
Para transfectar con ADN de forma transitoria las líneas celulares que se han usado, se 
sembraron células 24 horas antes de la transfección de forma a que estuvieran entre un 60 y 
80% confluentes en el momento de la transfección. Según el experimento se usó uso de los 
siguientes métodos:  
 
A) Precipitación con fosfato cálcico según (Seelos 1997). Se mezcló el ADN a una 
concentración final de 25 µg/ml con CaCl2.2H2O a 250 mM. Se agitó con vortex y se 
incubó durante 1 hora a temperatura ambiente. Se añadió esta solución gota a gota y 
agitando con vortex a una solución 50 mM Hepes, 280 mM NaCl y 0,23% w/v 
NaH2PO4.H2O. Se incubó a tempera ambiente durante 1 hora tras lo cual se agitó con 
vortex y se añadió la mezcla de transfección a las células moviendo suavemente las 
placas para que se homogeneizara con el medio de cultivo. Para aumentar la eficiencia de 
transfección, 12 horas después de la transfección se han sometidos las células a un choque 
con glicerol diluido 10% en medio de cultivo durante 1 minuto, antes de retirar los 
precipitados y añadir medio de cultivo fresco. 
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B) Usando JetPEI Cationic polymer transfection reagent (Polytransfection), que compacta el 
ADN dentro de partículas cargadas positivamente capaces de interaccionar con los 
proteoglicanos aniónicos de la superficie celular, permitiendo así la entrada del ADN en 
la célula por endocitosis. Se diluyó tanto el ADN como el reactivo JetPEI en un volumen 
determinado de NaCl 150 mM en una proporción N/P (número de residuos de nitrógeno 
del reactivo por fosfato del ADN) de 5 (2 µl de JetPEI por µg de ADN). Se agitó cada 
una de las mezclas en vortex y se centrifugaron brevemente. A continuación se añadió la 
solución de JetPEI sobre la solución de ADN, se agitó en vortex y se centrifugó. Tras 30 
minutos de incubación a temperatura ambiente la mezcla se añadió a las células moviendo 
suavemente las placas para que se homogeneizara con el medio de cultivo. En el caso de 
la línea celular Cos1 se cambió el medio de cultivo 4 horas después de la transfección. 
 
 
10. Electroforesis SDS-PAGE y Western blot 
Para la obtención de extractos proteicos totales de células en cultivo, las células se lavaron con 
PBS frío y se recogieron en tampón de lisis [50mM Tris (pH 8), 200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 
1% Tritón X-100] más inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 10 µg/ml aprotinina, 10 µg/ml 
leupeptina, 2 mM DTT) añadidos en el momento. Tras una incubación de 30 minutos en hielo 
se centrifugaron los extractos durante 20 minutos a 16000 x g a 4 ºC. La fracción soluble se 
transfirió a un tubo nuevo y se cuantificó la concentración de proteína total con el el sistema 
BIORAD protein assay (Biorad) usando varias concentraciones de BSA como patrón. 
 
La muestras se prepararon con una cantidad igual de extracto de proteínas en condiciones 
desnaturalizantes añadiendo tampón de carga [62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% glicerol, 2.3% 
SDS, 0.1% azul de bromofenol, 10 mM DTT] y hirviendo durante 5 minutos. Las muestras se 
separaron mediante electroforesis vertical en gel SDS-PAGE, con un porcentaje de acrilamida 
adecuado al tamaño de la proteína a analizar, corriendo el gel en tampón de carrera (25 mM 
Tris, 192 mM glicina y 1.7 mM SDS) según (Laemmli 1970). 
 
Tras la separación por electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana PVDF 
(Millipore) realizando una transferencia húmeda en tampón de transferencia con 25 mM Tris, 
19.2 mM glicina y 20% metanol según (Towbin, Staehelin et al. 1979). A continuación se 
incubaron las membranas con 5% de leche en polvo en tampón TBS-T (25 mM Tris, 50 mM 
NaCl, 2.5 mM KCl y 0.1% Tween-20) durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente o toda la 
noche a 4 ºC. 
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Para los Western blot, la membrana se incubó con un anticuerpo primario a la dilución indicada 
en la Tabla 4 durante 1 hora a temperatura ambiente, tras lo cual se han hecho varios lavados en 
TBS-T. A continuación se incubó la membrana con el correspondiente anticuerpo secundario 
conjugado con peroxidasa durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras varios lavados con 
TBS-T, se incubó la membrana durante 1 minuto con el reactivo ECL (Ammersham) y se 




Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo con 1 mg de extracto proteico total, que se pre-
incubó con 30 µl de sefarosa Gamma-Bind Plus (Ammersham) durante 30 minutos a 4 ºC con 
rotación. Después de eliminar las bolas de sefarosa, el extracto se incubó con el anticuerpo 
adecuado durante 2 o 3 horas en hielo. A continuación se añadieron 50 µl de sefarosa Gamma-
Bind Plus pre-bloqueadas con BSA al 1% y se incubó durante 1 hora a 4 ºC en agitación suave, 
tras lo cual las bolas de sefarosa se lavaron varias veces en tampón de lisis. Por fin, se añadió 
tampón de muestra a la proteína inmunoprecipitada y se analizó mediante electroforesis SDS-
PAGE y Western blot. 
 
 
12. Ensayos de interacción por precipitación de proteínas de fusión con GST (pull-
down) 
Estos ensayos se llevaron a cabo a partir de 1 mg de extracto proteico total recogido en un 
tampón de lisis específico [20 mM tris-HCl (pH 7.4), 137 mM NaCl, 2 mM EDTA, 25 mM β-
glicerofosfato, 2 mM pirofosfato, 10% (v/v) glicerol y 1% Triton X-100] más inhibidores de 
proteasas (1 mM PMSF, 10 µg/ml aprotinina, 10 µg/ml leupeptina). Para precipitar las proteínas 
de fusión con GST se incubaron los extractos con 40 µl de resina de Sefarosa-glutatión 
[Glutathione Sepharose Beads 4B (Amersham Pharmacia Biotech)] durante 12 horas a 4 ºC en 
agitación suave. Tras este tiempo se recogieron las bolas de sefarosa por centrifugación suave y 
se lavaron con el tampón de lisis por varias veces antes de añadirles tampón de muestra y 
analizar las proteínas precipitadas con anticuerpos específicos mediante electroforesis SDS-




Para la detección con microscopía óptica de proteínas en células en cultivo se han sembrado 
células sobre cubreobjetos de vidrio estériles que luego se han transfectado tal y como descrito 
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en el punto 9. Se recogieron los cubreobjectos y se lavaron las células con tampón PBS frío. El 
procedimiento restante se llevó a cabo a temperatura ambiente. Se fijaron con para-
formaldehído al 4% en PBS durante 30 minutos, tras lo cual se permeabilizaron con 0.2% de 
Tritón X-100 en PBS durante 30 minutos. A continuación se trataron con glicina 10 mM 
durante 10 minutos y se bloquearon con 1% BSA en PBS durante 30 minutos. Tras esto, las 
células se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente durante 1 hora. Se lavaron tres 
veces con 0.1% Tritón X-100 en PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario específico 
para cada primario marcado con un fluorocromo fluorescente durante 1 hora. Se lavaron de 
nuevo y los núcleos celulares se tiñeron con DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenilindol) durante 10 
minutos en PBS. Por fin los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con Gelvatol 
(Monsanto) y la localización subcelular de los antígenos se analizó usando un microscopio 
confocal modelo Zeiss LSM 510. 
 
 
14. Ensayos de actividad transcripcional con gen reportero de Luciferasa 
La actividad transcripcional de los factores de transcripción se determinó usando diferentes 
construcciones con elementos de respuesta bien sintéticos o bien específicos para genes que son 
transactivados naturalmente por el factor de transcripción en cuestión. En todo caso, el promotor 
usado induce la expresión de la proteína luciferasa de luciérnaga Como control de la cantidad de 
proteína y de la eficiencia de la transfección se usó el plásmido phRL-tk, que codifica para la 
luciferasa de Renilla. 
  
Las células de la línea celular H1299 o Cos1 se sembraron en placas de 35mm de diámetro y se 
transfectaron 24 horas después usando el reactivo JetPEI (Polytransfection) con las 
construcciones y cantidades indicadas para cada experimento. Se midió la actividad luciferasa 
entre 12 y 48 horas después de la transfección usando el sistema Dual Luciferase reporter 




15. Transfección estable y regulable de HA-B1 en HeLa Tet-off 
Para obtener la línea celular HeLA Tet-off HA-B1 se han usado células HeLa Tet-off (Clontech) 
que ya están transfectadas con el plásmido pTet-Off, que expresa la proteína tTA. Estas células 
se han contransfectado con plásmido pTRE-HA-B1 y el plásmido de selección pTK-Hyg 
(Clontech). El plásmido pTRE-HA-B1 expresa HA-B1 de forma regulable por tetraciclina o 
doxiciclina, dado que su promotor se activa por unión de la proteína tTA. En presencia de 
tetraciclina o doxiciclina, estas se unen a la proteína tTA impidiendo que se una a la región TRE 
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del promotor que activa la expresión de nuestra proteína. Tras la transfección se han 
seleccionado clones resistentes a higromicina y se ha comprobado que expresaban HA-B1 de 
forma regulable. Para inhibir la expresión de HA-B1 usamos 1 µg/ml de doxiciclina. El medio 
de cultivo se preparó con Tet system Approved Fetal Bovine Serum (Clontech). 
 
 
16. Análisis mediante citometría de flujo (FACS)  
Para analizar el perfil de ciclo de células HeLA Tet-off HA-B1 estas se sembraron y se dejaron 
crecer durante 48 horas en presencia o ausencia de 1 µg/ml doxiciclina en medio preparado con 
suero Tet system Approved Fetal Bovine Serum (Clontech). 48 horas después se recogieron las 
células por tripsinización (tripsina-EDTA durante 5 minutos a 37 ºC) y se centrifugaron durante 
5 minutos a 300 x g a temperatura ambiente. A continuación se fijaron resuspendiéndolas en un 
tubo con de 70% etanol y manteniéndolas de 4 horas a varios días a 4 ºC. Tras la fijación las 
células fueron lavadas tres veces con PBS y teñidas con una solución 5 µg/ml de ioduro de 
propídio y 0,5 µg/ml de RNasa A en PBS, preparada fresca, durante 1 hora a temperatura 
ambiente y en oscuridad. Las células así marcadas se analizaron en un citómetro FACScalibur 
(Beckton-Dickinson) midiendo la fluorescencia roja del ioduro de propídio asociado al ADN. 
 
 
17. Ensayo de viabilidad celular 
Para analizar la viabilidad de células HeLA Tet-off HA-B1 estas se sembraron y se dejaron 
crecer durante 48 horas en presencia o ausencia de 1 µg/ml doxiciclina en medio preparado con 
suero Tet system Approved Fetal Bovine Serum (Clontech). A continuación se añadió al medio 
de cultivo etopósido o adriamicina a la concentración y durante el tiempo indicado en cada 
experimento. Para medir el porcentaje de células viables se preparó una suspensión uniforme de 
células por tripsinización (tripsina-EDTA durante 5 minutos a 37 ºC) y posterior resuspensión 
en medio de cultivo. Se diluyó una pequeña porción de la suspensión celular al 1:5 en una 
solución 0,4% (w/v) de Trypan Blue (Sigma) y se colocó en una placa de Neubauer. En cada 
uno de los ocho cuadrados se han contado las células azules (no viables) y las células blancas 
(viables). El porcentaje de viabilidad se determinó dividiendo el número de células blancas por 




Todos los reactivos usados son de las compañías Sigma o Calbiochem. 
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Tabla 2. Oligonucleótidos usados en clonajes y mutagénesis dirigida  
 
Nombre Secuencia (5' - 3') Uso
b1rBamH I CCGGATCCATGAACTTTCAAGGACTTGTGTTAAC Clonage de B1R en pGEX-4T-1 y pSG5L-HA
b1rSal I CCGTCGACTTAATAATATACACCCTGCATTAATA Clonage de B1R en pGEX-4T-1
b1rEcoR I CCGAATTCTTAATAATATACACCCTGCATTAATA  Clonage de B1R en pSG5L-HA
b1rHindIII CCAAGCTTCTATGAACTTTCAAGGACTTGTG Clonage de B1R en pTRE-HA
b1rNotI AAGCGGCCGCTTAATAATATACACCCT Clonage de B1R en pTRE-HA
B1R_K149Q1 GGATATTCTCACGGAGATATTCAAGCGAGTAATATAGTCTTG Mutagenesis B1R en K149Q
B1R_K149Q2 CCAAGACTATATTACTCGCTTGAATATCTCCGTGAGAATATCC Mutagenesis B1R en K149Q
FP1518A  GAGCTCCCTCTGATCCAGGAGGCATTTTCAGGCTTATGG Mutagenesis FP279 + 15 en Thr18
PF1518B CCATAAGCCTGAAAATGCCTCCTGGATCAGAGGGAGCTC Mutagenesis FP279 + 15 en Thr18
FP1820A GAGCTCCCTCTGAGCCAGGAGGCATTTGCAGGCTTATGG Mutagenesis FP279 + 20 en Thr18
FP1820B CCATAAGCCTGCAAATGCCTCCTGGCTCAGAGGGAGCTC Mutagenesis FP279 + 20 en Thr18
FP151820A GAGCTCCCTCTGATCCAGGAGGCATTTGCAGGCTTATGG Mutagenesis FP279 + 15 + 20 en Thr18
FP151820B CCATAAGCCTGCAAATGCCTCCTGGATCAGAGGGAGCTC Mutagenesis FP279 + 15 + 20 en Thr18  
 
 
Tabla 3. Líneas celulares usadas 
 
Nombre Organimo Tejido Principales características Propagación
NCI-H1299 humana Cáncer de pulmón de célula no pequeña
Deleción parcial en homocigosis 
de p53; no expresa p53.  RPMI 1640 + 10% FBS
MCF-7 humana Adenocarcinoma de mama Expresión normal de p53 silvestre DMEM + 10% FBS
A549 humana Carcinoma de pulmón Expresión normal de p53 silvestre RPMI 1640 + 10% FBS
MEFs p53 -/- mdm2 -/- ratón Fibroblastos embrionários
Delección de los genes p53 y 
mdm2 DMEM + 10% FBS
Cos1 mono verde (Cercopithecus aethiops ) Fibroblastos de riñón Transformadas com SV40 DMEM + 10% FBS
293T  humana Riñón Expresión normal de p53 silvestre DMEM + 10% FBS
HeLa Tet-off humana Adenocarcinoma de cérvix
Sistem de expresión regulable Tet-
off DMEM + 10% FBS




Expresión estable y regulable de 
HA-B1 DMEM + 10% FBS




Expresión estable y regulable de 
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Tabla 4. Anticuerpos usados 
 
Nombre Antígeno Tipo Dilución de uso Procedencia
HA.11 epítopo HA monoclonal ratón 1:1000 Covance
DO-1 p53 (aa 11-25) monoclonal ratón 1:1000 Santa Cruz
Pab-1801 p53 (aa 32-79) monoclonal ratón 1:500 Santa Cruz
CM-1 p53 policlonal conejo 1:20000 S. Lain (Dundee, UK)
p-p53(Ser15)-R P-Ser15 p53 policlonal conejo 1:750 Santa Cruz
Ac-p53 Ac-Lys 373 y 382 en p53 policlonal conejo 1:100 Upstate Biotech
Bax B9 Bax monoclonal ratón 1:1000 Santa Cruz
AC-15 β-actina monoclonal ratón 1:10000 Sigma
JIP-1 (M-300) Jip1 policlonal conejo 1:1000 Santa Cruz
GST (B-14) GST monoclonal ratón 1:100 Santa Cruz
Anti-Flag epítopo Flag policlonal conejo 1:1000 Sigma
P-JNK (G-7) P-Thr183 P-Tyr185 JNK monoclonal ratón 1:750 Santa Cruz
Anti-mouse HRP IgG de ratón cabra 1:10000 Amersham Biosciences
Anti-rabbit HRP IgG de conejo cabra 1:10000 Sigma
FluoroLinkCy2 anti-rabbit IgG IgG de ratón cabra 1:200 Amersham Biosciences







ADN: ácido desoxiribonucleico 
ARN: ácido ribonucleico 
ATP: del inglés “Adenosine TriPhosphate” 
BSA: del inglés “bovine serum albumin”. Seroalbumina bovina 
Chk: del inglés “checkpoint kinase” 
CDK: del inglés “cyclin-dependent kinase” 
CPM: del inglés “counts per minute”. Cuentas por minuto. 
DAPI: del inglés “4’,6’-DiAmidino-2-Phenil Indol” 
DMEM: del inglés “Dubelcoo’s modified- Minimum Essential Medium” 
DTT: DiTioTreitol 
EDTA: del inglés “EthyleneDiamine-Tetraacetic Acid” 
FBS: del inglés “Fetal Bovine Serum”. Suero fetal bovino 
GFP: del inglés “Green Fluorescent Protein” 
GST: Glutation-S-Transferasa (procariota) 
IPTG: IsoPropil-β-D-TioGalactopiranósido 
Km: Constante de “Michaelis Menten” 
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LB: medio “Luria bertani” 







ºC: grado centígrado 
PBS: del inglés “Phosphate Buffer Salinum” 
PCR: del inglés “Polimerase Chain Reaction” 
PMSF: del inglés “Phenil Methil Sulfonile Phuoride”. Fluoruro de fenilmetil sulfonilo 
PVDF: del inglés “PolyVinyliDene Fluoride” 
SDS: del inglés “Sodium Dodecyl Sulfate” 
SDS-PAGE: del inglés “SDS-Polyacrilamide Gel Electrophoresis”  
v/v: relación volumen/volumen 
w/v: relación peso volumen 
x g: veces la fuerza de la gravedad 
µCi: microcurio 






A Ala alanina   C Cys cisteína 
D Asp aspartato  E Glu glutámico 
F Phe fenilalanina  G Gly glicina 
H His histidina  I Ile isoleucina 
K Lys lisina   L Leu leucina 
M Met metionina  N Asn asparagina 
P Pro prolina   Q Gln glutamina 
R Arg arginina  S Ser serina 
T Thr treonina  V Val valina 
W Trp triptófano  Y Tyr tirosina 
 
 115
Materiales y Métodos 
Bases Nitrogenadas 
A adenina  C citosina 
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